..... LI{L LIVt BT tieg
Ity

O206 X
5

> UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMAQQ
DE MEXICO )

=

CENTRO DE INVESTIGACION SOBRE FIJACION DE
NITROGENO

“IDENTIFICACION DE LOS GENES ESTRUCTURALES

gltBD DE LA GLUTAMATO SINTASA (GOGAT) Y LA

- CARACTERIZACION DE UNA MUTANTE EN GOGAT
DE Rhizobium etli”

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN INVESTIGACION
BIOMED_ICA BASICA
P R E S E N T A

ADRIANA  CASTILLO  VILLANUEVA

ASESOR: DR. JAIME MORA CELIS.

CUERNAVACA, MOR, 49 1998.

Ub
" TESIS CON | ok
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



B T A T

Apnendamss a volan foco a poco, la faciencia g
tewnacidad woe Uevandun a alcawgarn wuedtrod

Dedico esta tesis para ti BEBE porque con tu presencia me has permitido ver y
sentir muchas cosas en forma diferente, con todo mi amor.

A mis papds por su apoyo Y wmprensio’n en todo momento, gracias por estar
conmigo, con admiracion y carino.

A Nels por su paciencia , comprension y aristad, pero sobre todo por su compaiia
y motivacion en todo momento, mi admiracion y mi amor.

A mis fiermanos: Rey, Ale, Beto, César y Lore porque me finn enseniado que estando
juntos es mds fdcil safir adelante y porque cuanto mds pasa
: el tiempo mds {os quiero y admiro.

A mis sobrinas: Anili, Lulii y Marifer, por su presencia siempre inspiradora.

A mi sobrino y aﬁijar.{o: Aldi porque me fa rega&zdo momentos inolvidables siempre
{fenos de amor e inocencia.

A mi gran famifia.



Con especial gratitud al Dr. Jaime Mora por su amistad | J apoyo incondicional en mi
formacion personal y académica, gracias.

A mis tutores los Dres. Jaime Mora, Georgina Herndndez, Guillermo Ddvila, por su
asesoria durante el desarrollo de este trabajo, y especialmente a los Drs. Alberto
Mendoza y Brenda Valderrama porque ademds de su asesoria me brindaron su
amistad.

A los Dres. Alicia Gonzdlez, Guadafupe Espin, Roberto Herndndez y Brenda
Valderrama por sus comentarios en (a revision de la tesis.

A Alfredo y Pepe porque a parte de ser mis curiados son mis amigos.

A Yolanda Mora por ayudarme en fa redaccidn de esta tesis, por su apoyo y
amistad.

A mis comparieros y amigos: ‘Emnesto, Sergio, Carmen, Mere, Humberto, Sandra,
Juan, Victor, Mario y Pedro por los momentos compartidos.

Y a todas aquellas personas que sin su ayuda y compariia no hubiera sido posible
desarrollar este trabajo, en especial a fJose Luis, Nacho, Patricia B., Sandra,
Alfonse y Araceli.



Este trabajo fué desarrollado bajo la direccién del Dr. Jaime Mora en el
Departamento de Ecologia Molecular del Centro de Investigacion sobre
Fijacion de Nitrogeno, UNAM. Cuernavaca, Morelos.

Durante el desarrollo de este trabajo conte con beca de CONACyT, asi
como con un complemento del Departamento de Ecologia Molecular v
apoyo del SNI como ayudante de investigador.



INDICE

Capitulo |
INTRODUCCION
Metabolismo Nitrogenado

Asimilacion de amonio

Glutamina sintetasa

Glutamate deshidrogenasa

Glutamato sintasa

Asimilacion de amonio en Rhizobiurmn

Estructura de la glutamato sintasa

Organizacion de los genes glitBD ...
Regulacién de la sintesis de GOGAT

Capitulo 11

Relacion simbidtica entre leguminosa-Rhizobium

Proceso de nodulacion

Fijacion de nitrogeno ...
Principales productos de nitrégeno fijado
exportados de 10s NOdUIOS .o
Papel de la asimilacién de amonio de Rhizobium
en la fijacion simbidtica de NItrégens ...y e
ANTECEDENTES DIRECTOS

MATERIALES Y METODOS

1) Caracterizacion genética del operén gltBD de R. etli

2) Caracterizacion fisiclogica de la mutante TAD12 ................

3) Caracterizacion simbidtica de la mutante TAD12
DISCUSION oottt et tvsss s ersmsssssseesssssetsesesesess et raeaner e ssssasssseesmssanstetsrearsree
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Metabolismo nitrogenado.

A nivel celular, el metabolismo del nitréogeno esta ligado con el
metabolismo del carbono: la energia es dirigida hacia la sintesis de glutamaio
y glutamina con lo cual los esqueletos de carbono son transformados en
nitrégeno organico (Mora, 1990).

En el caso de las bacterias, estas pueden utilizar un amplio rango de
compuestos nitrogenades como unica fuente de nitrégeno. Este rango va
desde simples compuestos inorganicos como dinitrégenc y nitrato hasta
compuestos complejos incluyendo aminoacidos. Las vias metabolicas
asimilatorias del metabolismo nitrogenado pueden ser divididas en dos
clases: las que sirven para la utilizacion del nitréogenc del medio extracelular
y las bicsintéticas. ambas necesarias para la produccién intracelular de
compuestos nitrogenados. La combinacidn precisa de estas vias depende det
organismo, pero en la mayoria de los casos la sintesis coordinada de las
enzimas del metabolismo nitrogenado responden principalmente a las pozas
intracelulares de metabolitos nitrogenados {(Merrick y Edwards, 1995).

En bacterias entéricas, todo el nitrégeno celular para la sintesis de
macromoléculas es derivado del grupo amido de la glutamina y del grupo

amino del glutamato (Reitzer y Magasanik, 1987). Directamente o
indirectamente, el glutamato provee los grupos o-amine para todos los

demas aminoacidos, la mitad del nitrogeno para las pirimidinas, purinas v cl
anillo imidazol, asi como para el grupo amino de la adenina. La glutamina.
considerada un donador de nitrogeno de alta energia. provee el nilrégeno
para los aminoazicares, para el acido nicotinico del NAD v p-aminobenzoato.
los nitréogenos restantes para purinas y pirimidinas v ademas para los anillos

aromaticos de los aminodacidos histidina y triptofano (Reitzer. 1996).



ASIMILACION DE AMONIO

Vias de asimilacién de amonio.

Virtualmente en todas las células, la glutamina y ¢l glutamato sirven
como la llave donadora de nitrogeno para las reacciones biosintéticas.
Existen dos vias principales para la incorporacion del nitrégeno dentro de la
glutamina y glutamato. La via mas importante es la glutamina sintctasa
{GS)/glutamato sintasa (GOGAT), en donde la GS cataliza la sintesis de
glutamina a partir del glitamato y del amonio para lo cual consume una
molécula de ATP, mientras que la GOGAT transfiere el grupo amido de la
glutamina al 2-cetoglutarato para producir dos moléculas de glutamato
oxidando una molécula de NADPH. La ruta alternativa de asimilacion es
mediante la glutamato deshidrogenasa (GDH). en donde la aminacién
reductiva del 2-cetoglutarato por amonio da una molécula de glutamato, en
una reacciéon dependiente de NADPH (Merrick y Edwards, 1995).

De esta manera, en E. coli y otras enterobacterias, las reacciones
responsables en la asimilacion de amonio (1), la sintesis de glutamina (2} vy
glutamato {3) son:

1) NH," + 2-cetoglutarato + NADPH  °°" | glutamato + NADP’

2) NH," + glutamato + ATP %5, glutamina + ADP + Pi

3) Giutamina + 2-cetoglutarato + NADPH (_:'_O_Ef.L

2 glutamato + NADP”
Las enzimas de la asimilacion de amonio

Dependiendo de la concentracién de amonio es que una u otra via lleva
a cabo la asimilacién: cuando la concentracién de amonio en el medio es alta
(mayor de 1 mM) el amonio es incorporado directamente en glutamato y
glutamina. Sin embargo. cuando la concentraciéon del amonio del medio es
menor de 0.1 mM, la unica enzima que puede incorporarlo es GS por su alta

afinidad por este compuesto (Reitzer y Magasanik. 1987: Osburne y Signer.



1980; Wakisaka et al., 1989). Asi mismo, cuando no hay amonio en el medio.
éste debe obtenerse por el catabolismo de compuestos nitrogenados
organicos como aminoacidos; el crecimiento del organismo en estas fuentes
alternativas de nitrégeno no siempre es dptimo por lo que se dice que €stos
cultivos estan limitados de nitrégeno. En conditiones-"de limitacién de
nitrégeno. la sintesis de GS se induce y capta mas amonio, el mismo sistema
que regula la transcripcion de GS también controla la sintesis de las enzimas
catabolicas y sistemas de transporte de estas fuentes de nitrégeno organico.
Este sistena de regulacion transcripeional inducido por la limitacion de
nitrégeno esta compuesto por las proteinas NtrB y NtrC, el cual se conoce

como regulon Nir (Castarno, tesis de doctorado 1990).

Glutamino sintetasa.

La reaccion catalizada por la GS es la unica ruta biosintética conocida
para la sintesis de glutamina. Mutaciones en ginA, el gen estructural para GS.
dan como resultade auxotrofia por glutamina {Magasanik, 1988). GS es una
enzima compuesta por 12 subunidades iguales codificadas por glnA que
forma parte del operon ginAntrBC, situado en el min 86 del mapa
cromosomico de E. coli. Tanto la actividad enzimatica, como la sintesis de
GS, estan sujetas a un control en cascada jerarquizade y muy riguroso. Un
primer mecanismo de control estd dado por la inhibicién acumulativa de la
actividad enzimatica por algunos productos del metabolismo de la glutamina
(Ginsburg y Stadtman, 1973). El segundo nivel de su regulaciéon cs la
adenilacién reversible de un grupo tirosilo de cada subunidad de GS en
respuesta a la disponibilidad de nitrégeno en el medio. La enzima 1a
perdiendo actividad a medida que aumenta su grado de adenilacion
(Ginsburg y Stadtman, 1873: Magasanik, 1982}. El sistema enzimatico que
cataliza la adenilacién y desadenilacion de GS es bastante complejo v
también interviene en la regulacién a nivel de la transcripeién ne solo de GS.
sino de las demmas enzimas sujetas a control por Ntr (Magasanik. 1982). En
contraste con la mayoria de los procariotes. ¢l genero de Rhizobium. tiene

dos o tres genes especificos que codifican para diferentes GS's (Shatters ot

tad



al, 1993). En R. etli GSI y GSH (de Bruijn et al, 1989: Darrow y Knotts,
1977), aparentemente funcionan bajo diferentes condiciones nutricionales
(Bravo y Mora, 1988). La actividad de GSI es inducida cuando los organismos
crecen en medio rico y la actividad de GSII es inducida y regulada por el
nitrogeno en medio minime (MM) {Bravo y Mora, 1988). Una tercera GS ha
sido reportada en rhizobeaceas, pero las condiciones fisiologicas para su
induccién no han sido determinadas (de- Bruijn et al. 1989; Carlson et al,
1987; Espin et al., 1990).

Fenotipo de cepas que carecen de GDH, GOGAT o ambas,

Siguiendo con la caracterizacién de las enzimas involucradas en la
asimilacién de amonio para bacterias entéricas, cepas con mutaciones que
dan como resultado la pérdida simultanea de actividad de las enzimas GDH y
GOGAT generan auxotrofia por glutamato (Berberich, 1972). Esta auxotrofia
puede ser satisfecha por glutamato o por otro compuesto que pueda donar su
nitrégeno via transaminacién con 2-oxoglutarato, como por ejemplo
aspartato {Reitzer, 1996). Una cepa que carece de la actividad de GDH no
presenta un fenotipo detectable (Vender y Rickenberg, 1964), sin embargo.
tiene una desventaja competitiva en medios limitados de energia {Helling,
1994). La GDH de E. coli ha sido purificada; es un hexamero de subunidades
idénticas codificadas por el gen gdhA, mapeado en el min 38.6 (Helling,
1990). Se regula a nivel transcripcional y quiza también a nivel
postranscripcional por glutamato y aunque el mecanismo de represién no ha
sido estudiado, se sabe que el glutamato exdgeno reduce la transcripcion
(Reitzer, 1996; Riba et al, 1988). Igualmente, ha sido reportado que la
limitacion de carbeono reprime la sintesis de GDH: un sitio de unioén de CRP
(Cyclic AMP Receptor Protein) se sobrelapa con el promotor de gdhA.
sugiriendo que reprime la transcripcion de este gene. Esta forma de
regulacion podria servir para prevenir la utilizacion del 2-cetoglutarato
formado a partir del ciclo del acido citrico durante los crecimientos
1imitados de carbono {Reitzer, 1996: Riba et al.. 1988).



En contraste, una cepa carente de GOGAT tiene un fenotipo mas
severo, dado que sélo puede sintetizar glutamato por GDH si la
concentracion de amonio es mayor de 1 mM (Tyler, 1978}, no puede crecer
en medios conteniendo bajos niveles de amoenio o una fuente de nitrogeno
la cual genere amonioc a niveles limitantes (Berberich, 1972).
Adicionalmente se han descrito mutaciones que afectan la sintesis de
GOGAT, tanto en E. coli (Pahel et al, 1978) como en Klebsiella aerogenes
(Brenchley et al, 1973) y en Salmonella typhimurium (Madonna et al.
1985). Todas ellas simultaneamente confieren un fenotipo denominado Asmr
que se refiere a la incapacidad del organismo para utilizar una variedad de
compuestos nitrogenados (aminodcidos) como tnica fuente de nitrégeno
(Pahel et al., 1978).

Funciones de GDH y de GOGAT.

No ha sido facil entender por qué bacterias como E. coli presentan
dos vias para sintetizar glutamato, sin embargo, los parametros cinéticos de
las enzimas, los diferentes niveles enzimaticos bajo diferentes condiciones
de crecimiento y las propiedades de las mutantes multiples muestran que la
via de GOGAT presenta al menos dos roles para los cuales GDH no puede
sustituirla: 1) puede fijar amonio dentro de moléculas organicas (glutamato y
de ahi otros compuestos) cuando la concentracién externa de amonio es baja
y 2) reduce la concentracion de la glutamina cuando ésta se acumula
(Reitzer y Magasanik, 1987).

Estudios de competencia entre las dos wvias realizados por Helling
{1994} sugieren que los principales factores en determinar cuando GS. GDH
v GOGAT participan en la asimilacion de amonio son la dispenibilidad vy la
calidad de la energia y del nitrégeno. GDH es importante para células
creciendo en medio escaso en energia v abundante en nitrégeno. Por ol
contrario. para células creciendo en medio abundante en encrgia pero
escaso en nitrégeno (menor de ImM de amonio u otra fuenle de nitréogeno)

las enzimas que participan en este proceso son GS y GOGAT.



Dado que se¢ requiere alrededor de ocho veces mas glutamato que
glutamina para la biosintesis celular, durante el crecimiento en un medio
conteniendo bajas concentraciones de amonio o alguna otra fuente de
nitrogeno, o sea, cuando el amonio es asimilado exclusivamente por la GS en
glutamina, la mayoria de ésta debe ser reciclada a glutamato. Esto significa
que las amidotransferasas dependientes de glutamina que convierten la
glutamina en glutamato entran en actividad, pero solo aproximadamente cl
12% del glutamato celular producido durante crecimientos limitados de
amonio es provisto por otras amidotransferasas diferentes de GOGAT. la cual
produce el 88% restante del glutamato celular (Reitzer y Magasanik. 1987).
Una cepa silvestre de E. coli podra crecer en una concentracion de amonio
de alrededor de 0.1 mM como fuente de nitrogeno, pero mutantes en
GOGAT no alcanzan a crecer en la ausencia de glutamato externo aunque la
GDH esté presente {Pahel et al, 1978). Esto es porque la Km de GDH por
amonio {alrededor de 3 mM) es baja con relacién a la de GS (<0.2 mM)
{(Miller y Stadtman, 1972) y porque mutantes en GOGAT son incapaces de
incrementar los niveles de la glutamino sintetasa en respuesta a una
limitacion de nitrégeno (Servin-Gonzalez y Bastarrachea, 1984: Magasanik.
1982).

En resumen, para asimilar amonio las células requieren la actividad de
la glutamino sintetasa (GS), siendo ésta una enzima clave en la regulacion del
flujo del nitrégeno en la célula. Su funcién esta acoplada con la actividad de
la glutamato sintasa (GOGAT) y de esta manera se forma un ciclo (Fig. 1) que
permite asimilar amonio a partir de la molécula de glutamina asi cono la
recuperacién y mantenimiento de un adecuado nivel intracelular de
glutamato. La actividad de la glutamato deshidrogenasa (GDH} es dispensable
cuando el medio es abundante en energia pero escaso en nitrogeno (Reitzer
y Magasanik, 1987; Elmerich et al.. 1992}

4]



Glutamato
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Figura 1. Sintesis de glutamato a partir de amonio y 2-cetoglutarato en el
ciclo de asimilaciéon GS/GOGAT en bacterias entéricas

Asimilacion de amonio en bacterias del género Rhizobium.

En contraste con los microorganismos que utilizan la via de
asimilacion de amonio GDH-GS cuande crecen en excese de amonio.
virtualmente todos los microorganismos que fijan nitrogeno atmosférico en
vida libre asimilan amonio a través de la via GS/GOGAT (Kanamori et al,
1989). Todas las especies de Rhizobium caracterizadas hasta ahora carecen
de una actividad funcional de GDH y dependen completamente de la via
GS/GOGAT para la asimilacion de amonie en vida libre y durante la simbiosis
(Bravo et al. 1988; Kondorosi et al, 1977; O'Gara et al, 1984) La via
GS/GOGAT presenta una alta afinidad por amonio, dado que GS tiene una Km
mas baja por este substrato que GDH. Utilizar esta via podria beneficiar al
organismo porque el amonio que se deriva del nitrégeno fijado esta presente
en cantidades limitadas (Mendoza et al., 1995).

Los estudios realizados por Kondorosi et al {1977) con la cepa 41 de

R. meliloti, demostraron que GS y GOGAT estan presentes en altos niveles
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cuando las células crecen en medios conteniendo  dilerentes
concentraciones de amonio. No detectaron actividad de GDH. aun en
aquelias células creciende en altas concentraciones de amonio. Por otro
lado, todos los auxdtrofos de glutamato obtenidos carecen de GOGAT lo cual
indica que la vnica via de asimilacién es la de GS/GOGAT. Como una
evidencia de la ausencia de GDH en R. meliloti, una cepa GOGAT es similar a
una doble mutante GOGAT GDH' de Klebsiella pneumoniae (Shanmugtam y
Morandi, 1976) la cual no puede utilizar amonio como tunica fuente de
nitrégeno, en contraste con la mutante sencilla GOGAT (Asm’) de K
prneumoniae que si puede utilizar al amonio {Nagatani et al., 1971).

Estudios similares a los anteriores realizados con la cepa CJl de
Bradyrhizobium japonicum demostraron que ésta presenta actividades de GS
y GOGAT pero no actividad de GDH (O'Gara et al, 1984). La caracterizacién
de una cepa auxétrofa de glutamato demostrdé que carece de la actividad de
GOGAT, pero conserva niveles de GS similares a los detectados en la cepa
silvestre (O’'Gara et al., 1984).

En la cepa ORS571 de¢ Azorhizobium sesbaniae la asimilacion de
amonio se lleva a cabo a través de la via GS/GOGAT, de ahi que una mutante
Asm’ defectuosa en GOGAT no pueda controlar las pozas intracelulares de
glutamina-glutamato por periodos largos. Esta cepa aun convierte el amonio
generado por el catabolismo de aminoacidos en glutamina, sin embargo, esta
glutamina no puede ser convertida a glutamato con una asimilacién neia de
nitrégeno y por lo tanto las pozas de glutamina se incrementan.
Adicionalmente. en esta mutante GOGAT utiliza tanto el NADH como el
NADPH como fuente de poder reductor (Donald y Ludwig, 1984).

En R. etli, [anteriormente denominada R. phaseoli o R. leguminosarum
bv. phaseoli (Segovia et al.. 1993)] también se ha reportado que la tnica via
de asimilacién es la de GS/GOGAT. que no presenta una actividad de GDH
(Bravo y Mora. 1988) y que tiene tres formas de GS's: GSI que es similar a
las encontradas en otras bacterlas como E. coli (Darrow. 1980). GSII que

tiene un peso molecular mas bajo v es similar a la de eucariotes {Ludiwig,



1980) y GSIIl que tiene un peso molecular v una estabilidad similar a GSI
(Espin et al., 1990).

Estructura de la Glutamato Sintasa.

La enzima GOGAT esta presente en bacterias, algas, hongos vy plantas
superiores. En E, coli, GOGAT [L-glutamina:2-oxoglutarato amido-transferasa;
EC 2.6.1.53] es una -flavoproteina que contiene fierro y azufre, esta
compuesta de cuatro dimeros que consisten de dos subunidades dilerentes,
con pesos moleculares aproximadamente de 166 kDa {1514 aa) y 52 kDa
(417 aa), respectivamente (Oliver et al, 1987). Estas subunidades son

purificadas in vivo como un oligomero a4 B4 de aproximadamente 800 kDa

(Trotta et al, 1974). Los polipéptidos son codificados por los genes gltB
para la subunidad grande y gitD para la subunidad chica, los cuales han sido
clonados y secuenciados (Garciarrubio et al.,, 1983; Oliver et al., 1987).

La reaccién catalizada por GOGAT ocurre en dos pasos: la reduccion
por NADPH de la flavina unida a la enzima, seguida por la reaccion de la
flavina reducida con el 2-cetoglutarato y glutamina para generar flavina
oxidada y dos moléculas de glutamato (Miller y Stadtman, 1972; Rendina y
Orme-Johnson, 1978). Del analisis bioquimice y del mecanismo de reaccion
de las subunidades se propone un esquema de reaccién general para esta
enzima: el NADPH se une a la subunidad pequena y transfiere los electrones
a la subunidad grande, lo cual reduce la flavina: El 2-cetoglutarato se une a la
subunidad pequeria y la glutamina se une a la subunidad grande. El amido de
la glutamina es transferido al 2-cetoglutarato y la flavina reducida reduce a su
vez un intermediario propuesto {iminoglutarato) a glutamato. Este
mecanismo de reaccién implica que ambas subunidades son necesarias para
la actividad catalitica y ésto es consistente con la evidencia genética
{Reitzer, 1996).

Como se mencionéd, las NADPH-GOGATs de bacterias (Trotta et al.
1974: Adachi y Suzuki, 1977; Hemmild y Mantsdla, 1978: Oliver et al.
1987) estan compuestas de dos subunidades diferentes. En contraste. las

GOGAT's de plantas superiores estudiadas hasta ahora (Suzuki v Gadal. 1984



Anderson et al, 1989; Chen y Cullimore, 1989), asi como las de
Chlamydomonas reinhardtii (Cullimore y Sims, 1981}, de Saccharomyces
cerevisiae (Cogoni et al, 1995) y de Neurospora crassa (Hummelt y Mora,
1980), consisten de un s6lo gene que codifica para un polipéptido.

Basados en la secuencia de N-terminal de la subunidad grande de
GOGAT en E. coli, se propone que el termino de esta subunidad madura es
creada por-una ruptura proteolitica en un cisteina y un precurser cuya
traduccién empieza en el residuc de metionina (Oliver et al., 1987). Para
Medicago sativa, Zea mays {Gregerson et al, 1993) y Saccharomyces
cerevisiae se ha descrito la presencia de la presecuencia de residuos de
aminoacidos que, para el caso de alfalfa se sugiere que es requerida para el
transporte hacia los organelos y para Saccharomyces cerevisiae se propone
que es requerida para tener una reserva de la enzima inactiva en la célula
que puede ser rapidamente activada por protedlisis {Filetici et al., 1996).

En plantas superiores, la GOGAT se encuentra como dos formas
distintas que difieren en su peso molecular, cinética, localizacion dentro de
la planta y la especificidad del poder reductor: NADH-GOGAT vy ferredoxina-
GOGAT (Lea et al, 1990; Suzuki y Gandal, 1984). Los genes que codifican
para la NADH-GOGAT de alfalfa (Medicago sativa, Gregerson et al., 1993}, Fd-
GOGAT de maiz (Zea mays, Sakakibara et al. 1991} y NADH-GOGAT de
Saccharomyces cerevisiae (Filetici et al, 1996) han sido clonados y la
comparacién de su secuencia de aminocacidos con las dos subunidades de
NADPH-GOGAT de E. coli revela regiones altamente conservadas (Fig. 2)
{Gregerson et al., 1993; Filetici et al., 1996).

En Pyrococcus sp. KOD1, una arqueobacteria hipertermeofilica, el gen
gltA que codifica para GOGAT fue clonado en un fragmento HindII[-BamiiI
de 6.6 Kb y el analisis de secuencia indica que codifica para una proteina de
481 aminoacidos, que presenta regiones conservadas similares a la
subunidad pequena de la GOGAT de bacterias. Sin embargo. no hay similitud
con la subunidad grande. El gen gltA fue sobreexpresado en E. coli v se
encontré que es funcional come un homotetramero de aproximadamenie

205 kDa. lo que indica que esta GOGAT es la GOGAT activa mas pequena que




se conoce, siendo también dependiente de NADPH (Jongsareejit et al.
1997).

NADH-GOGAT de Saccharomices cerevisiae

NADH-GOGAT de M. sativa
O O

IF‘Id- GOGAT de Z. mays

HADPH-GOGAT de E. coli

S Subunidad chica

Subunidad grande

Presecuencia de la enzima precursora
Sitio de unidn de NAD(P}H

Sitio de fusion de las subunidades
Residuos de unién FMN

© Unidén del grupo 3Fe-45

Figura 2. Diagrama de comparacicnes de proteinas conocidas de GOGAT.

Organizacién de los genes que codifican para GOGAT en diferentes especies
bacterianas.

En E. coli, al igual que en Salmonella typhimurium (Madonna et al.
1985). el locus que codifica para GOGAT esta localizado en el min 68 del
mapa cromosomico (Pahel et al., 1978) y esta contenido en un fragmento de
DNA de 6.3 kb Hpal-EcoRI (Garciarrubio et al., 1983). Los primeros estudios
realizados con este fragmento revelaron que los genes estructurales de I
GOGAT. gitB y gltD forman un operén y se cotranscriben en ese orden
(Garciarrubio et al, 1983). Sin embargo. estudios mas recientes han
descrilo que el operén estda formado por cuatro genes: los denes

estructurales gltB y gltD, glitF' y un cuarto ORF (Fig. 3a; Castano et al.. 1992).



El primer gen es gitB de aproximadamente 4.5 kb, seguido de gitD de 1.4
kb, los cuales codifican para la subunidad grande y chica de GOGAT,
respectivamente. El tercer gen es gltF el cual codifica para una proteina con
una peso molecular predicha de 27 kDa y cuyo producto parece ser un
mediador en la transcripcién del mismo operén y también se requiere para
la induccion de los genes Ntr (Castano et al, 1992). El cuarto gen codifica
para un polipéptido con un peso molecular predicho de aproximadamente
24.6 kDa cuya secuencia de aminodcidos no presenta similaridad con
ninguna proteina descrita hasta ahora (Castafio et al, 1992). El principal
promotor del operén precede a gitB (Oliver et al, 1987) y existe la
posibilidad de gue este localizado un promotor secundario entre gltB y gitD,
debido a que a través de plasmidos en los que se tiene subclonado el gen
gltD en cualquier orientacién con respecto al vehiculo, es posible dirigir la
sintesis de la proteina en un sistema de minicélulas {(Garciarrubio et al.
1983).

Magasanik (1982) y Castano et al (1992) sefialan que gltF puede eslar
involucrade en la regulacién de Ntr, hajo condiciones limitanies de
nitrégeno, por ejemplo. en la induccién de enzimas catabdlicas responsables
de la utilizacién de substratos tales como prolina:- o arginina. cuya
degradacién da amonio o glutamato en bajas cantidades. Por lo tanto, Castano
et al. (1992} concluyen que el operdn glitBDF de E. coli estd involucrado en
la induccién de las llamadas enzimas Ntr en respuesta a deprivacion de
nitrégeno, al mismo tiempo que en la biosintesis del glutamato.

En Azospirillum brasilense, las dos subunidades estructurales de
GOGAT difieren de las de E. coli en su organizacion, ya que el operdn
contiene primero a gltD y después a glitB {Fig. 3b; Pelanda et al, 1983). sin
embargo. la secuencia de amincacidos deducida de ambos genes presenta
una alta similitud con los de E. coli (Pelanda et al., 1993). En Bacillus subtilis
los genes que codifican para ambas subunidades de GOGAT se encuentran
separados en el genoma. al gene que cedifica para la subunidad grande se le
denomina gltA y gltB al que codifica para la subunidad pequena (Behannon et
al., 1985).



En A. caulinodans se aislaron y caracterizaron dos mutantes en GOGAT.
con inserciones al azar del transposon Tnb. qué sirvieron para la clonacion
del locus git. Un fragmento de DNA de 12.3 kb que complementa la
auxotrofia por gutamato contiene los genes estructurales para GOGAT. Este
fragmento fue subclonado generando el plismido pHBI10, el cual hibridiza
contra los genes gltBD de E. coli y es capaz de complementar el fenotipo
Asm’ de una cepa gitB31 gdh-1 de E. coli (PA340, Bachmann, 1972). No se
caracterizé el locus por secuencia y no se reporta la organizacién del{los)
gen(es) {Hilgert et al., 1987).

a
gitB ghD gltF ORF4
SUBUNIDAD GRANDE SUBUNIDAD CHICA
b
gt gitB
SUBUNIDAD CHICA SUBUNIDAD GRANDE

Figura 3. Organizacién del operdn de los genes ghiBD en a) E. coliy b) A. brasilense.

El locus git de Rhizobium meliloti también se ha clonado vy
parcialmente caracterizado (Lewis et al.. 1990). Con el banco genomico de R.
meliloti se llevo a cabo la complementacion de la cepa doble mutante gliiB
gdhA de E. coli (PA340) y de la cepa GOGAT de R. meliloti (AK330:
Kondorosi et al.. 1977) obteniendose un césmido de 25 kb que después sc

subclono y se redujo a un fragmento de 6.1 kb que seguia complementando a



ambas cepas (Lewis et al, 1990), pero no se llevo a cabo la secuencia

nucleotidica de este fragmento.

Regulacion de la sintesis de GOGAT.

Debido a que la GOGAT es una enzima clave en el metabolismo
nitrogenado, no es sorprendente que un namero importante de condiciones
fisiologicas afecten el nivel estable de la GOGAT (Reitzer, 1996}. En este
sentido. cabe mencionar que hay dos aspectos de la GOGAT que son
altamente conservados: 1) su actividad es alta en medios minimos
conteniendo amonio y 2} el glutamato u otras fuentes de nitrégenc que
generan glutamato, tales como arginina, aspartato, histidina y prolina.
reprimen su transcripcién, dado que el crecimiento es limitado en
nitrégeno (Miller y Stadtman, 1972). Aparentemente esta represion
requiere de la induccidn de la respuesta Ntr para el transporte eficiente y el
subsecuente catabolismo de estos amincacidos (Reitzer, 1996). De esta
manera, un primer nivel de regulacién de la sintesis de GOGAT se presenta
con la presencia de GItF, producto del tercer gen del operén gitBDF, €l cual
participa en esta represion dependiente de glutamato (Castano et al. 1992).
Para observar la represion producida por alto glutamato intracelular, es
posible que gltF tenga un efecto indirecto, es decir. que el producto de este
gen genere una senal (posiblemente por fosforilacion) que produzca la
represion. También pudiera ser que gltF directamente sea un represor del
operon al que pertenece aunque esto es menos probable ya que el producto
de gltF esta aparentemente embebido en la membrana (Castano. tesis de
doctorado, 1990).

El crecimiento en medio rico también reprime la sintesis de GOGAT
en bacterias entéricas. Es razonable suponer gue el mismo mecanismo que
media la represidon por glutamato podria participar en esta regulacién, sin
embargo. al menos en E. coli estd involucrada la proteina Lrp (leucine-
responsive protein) la cual controla la expresion de por lo menos 30

proteinas que tienen un papel en la biosintesis y el catabolismoe de



aminoacidos (Ernsting et al, 1992). Lrp regula positivamente operones
involucrados en la biosintesis de aminoacidos y negativamente operones del
catabolismo de aminoacidos y det transporte de peptidos, entre otros {Calvo
y Matthews, 1994). Para la sintesis de GOGAT, Lrp es considerado un
activador leucina-insensible, aunque Lrp interviene en una represion doble
por leucina (Ernsting et al.. 1993). Lrp regula positivamente la transcripcion
de gltBDF, uniéndose con alta afinidad arriba del inicio de la transcripcion
de este operon (Ernsting et al., 1993). La expresién del operon depende de
la expresion que tenga Lrp en el medio de crecimiento, esto es. si Lrp
tiene baja expresién en un medio rico, entonces los niveles de GOGAT
también son bajos (Lin et al., 1992).

La limitacion de carbono en el medio de cultivo también regula
moderadamente la sintesis de GOGAT. Estudios realizados en E. coli
demostraron que la adicibn exdogena de AMP ciclico reprime
moderadamente la expresion de GOGAT en presencia de glucosa como
fuente de carbono (Prusiner et al., 1972). Una secuencia de unién a CRP se
sobrelapa con el elemento -35 del promotor del operén QltBDF. sugiriendo
un mecanismo de represidén dependiente de CRP (Qliver ef al, 1987}). Asi,
estos mecanismos de regulacién pueden evitar que GOGAT gaste el 2-
cetoglutarato del ciclo del acido citrico en condiciones de limitacion de
carbono y energia (Reitzer, 1996).

En resumen, existen factores fisiologicos que reducen o previenen la
expresion de la GOGAT como son: el glutamato, los crecimientos en medios
ricos o limitados en carbono y la presencia de leucina. Por otro lado. los
factores que incrementan la sintesis de GOGAT son los crecimientos en
medios minimos conteniendo bajo amonio y las mutanies en gitF. También
se ha reportado la existencia de dos reguladores, Lrp y CRP. como
moduladores de la sintesis (Fig. 4) (Ernsting et al, 1992: Oliver er al.
1987: Reitzer, 1996).




Unién de CRP

Negativa en presencia de giutamato

¢ ghtB gltD gitF ORF4

Lrp 4*‘
-+
+
Medio rico

Medio minimo

Figura 4. Regulacién del operon gitBDF en E. coli.

Se ha descrito la presencia de proteinas similares a Lrp para otras
bacterias como Salmonella typhimurium (Wang et al, 1993) y se ha
reportado que los genes lrp de tres microorganismos entéricos han sido
clonados y secuenciados: Enterobacter aerogenes, Klebsiella aerogenes y
Salmonella typhimurium (Friedberg et al, 1995). El analisis de las
secuencias de €stos presentan sélo pequeiios cambios, lo cual sugiere que la
secuencia de aminoacidos de la p-oroteina Lrp esta altamente adaptada para su
funcién. Recientemente, en Bradyrhizobium japonicum, se ha identificade un
gen lrp con un 58% de identidad con el de E. coli [King v O'Brian. 1397) v
otro en Bacillus subtilis, el cual tiene un posible rol en la regulacion del

metabolismo de aminoacidos {(Beloin et al., 1997).
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CAPITULO II

Relacién simbiética entre leguminosa-Rhizobium.

El nitrégeno es el nutriente limitante para el crecimiento de la
mayoria de las plantas (Greenwood, 1982). Estas adquieren el nitrégeno del
suelo en forma de nitrato, el cual se puede derivar de la atmosiera, provenir
de la descomposicién de materia organica o de la utilizacion de fertilizantes
(Gregerson et al, 1993}). Anteriormente a su incorporaciéon dentro de los
compuestos organicos, el nitrato debe ser reducido a amonio a través de la
accion de dos enzimas de la planta: la nitrato reductasa y la nitrito reductasa.
En contraste, algunas especies de plantas leguminosas obtienen su nitrogeno
del dinitrégeno atmosférico, a través de formar una asociacién simbiotica
con microorganismos fijadores del género Rhizobium, los cuales convierten
el dinitrégeno directamente a amonio (Gregerson et al. 1993). A través de
esta simbiosis. la planta es capaz de obtener parte o todo el nitrégeno
requerido para su crecimiento (Shubert, 1986).

En esta relacién de simbiosis hay un beneficio ecolégico para ambos
organismos (hospedero y simbionte), con un {lujo bidireccional de carboneo y
nitrogeno. Antes de que la fijacién de nitrégeno comience. la planta provee
los substratos de carbono y nitrégeno para nutrir el crecimiento y desarrollo
del nodulo. Una vez que la fijacion comienza. los nodulos y bacteroides
mantienen su dependencia con la planta (Schubert, 1986).

Proceso de nodulacién:

La formacion y funcién de la asociacién simbidtica entre leguminosas y
Rhizobium involucra un complejo grupo de adaptaciones que conducen a un
intercalamiento de sus metabolismos y generan la necesidad de desarrollar

mecanismos de control genético y bioquimico especificos (Schubert, 1986}.




El proceso de nodulacién inicia con la liberacion de exudados por la
planta que contienen flavonas y flavonoides y que sirven como quimio-
atrayentes para las bacterias que estan presentes en la rhizosfera. La primera
etapa es el contacto entre las células bacterianas y los pelos radicales de la
planta: las células de Rhizobium se adhieren a los pelos radicales y en
respuesta a esta union los pelos radicales se deforman en forma de "cayado’
que en su parte interna atrapa un grupo de bacterias. Inmediatamente abajo
del sitio de adherencia, el hospedero deposita material propio de la pared
celular de tal modo que la planta constituye una estructura tubular llamada
hilo de infeccién. Los Rhizobium penetran a través del tubo, englobados en
una membrana hasta el tejido nodular que se origina en el cortex de la raiz.
Las bacterias se liberan del hilo de infeccion en las células del tejido
nodular, quedando englobadas dentro de una membrana de origen vegetal
llamada membrana peribactercidal. En este momento, la bacteria deja de
rﬁultiplicarse. se transforma en bacteroide e inicia el proceso de fijacion del
nitrogeno. Al mismo tiempo la planta sintetiza una serie de proteinas,
especificas de la simbiosis, llamadas nodulinas que estan involucradas en el
desarrollo, estructura, mantenimiento y funcionalidad del nédulo (Denarie y
Roche, 1992; Rocha y De las Penas, 1990).

Fijacién de nitrégeno.

La reduccién del nitrégeno molecular (dinitrégeno) a iones de amonio
(NH,*) es una conversién que demanda altos niveles de energia y que
solamente los organismos procaridticos tienen la capacidad de hacer. La
fijacion de nitrdgeno por estos organismos consume una gran cantidad de
energia en forma de ATP y requiere de poder reductor para la enzima
responsable de esta reduccién, -que es la nitrogenasa. La enzima esta
codificada por los genes nifK, nifD y nifH de Rhizobium. que dependen de
NifA para su expresion. lLa nitrogenasa es inhibida competitivamente por
NH,' en bacterias como Klebsiellu pneumoniae que fljan nitrogeno en vida
libre (Kennedy et al, 1976) e inactivada por oxigeno. Sin embargo. ¢l

oxigeno es requerido por cl bacteroide para la oxidacion del f{olosintato de



la planta y asi poder generar los altos niveles de ATP consumidos en cl
proceso de fijacién. En este sentido, la disponibilidad del oxigeno para los
bacteroides es regulado por la planta en un proceso conocido como
proteccién respiratoria, en el cual esta involucrada una proteina llamada
leghemoglobina que transporta oxigeno y asegura el flujo suficiente de
oxigeno par&que se lleve a cabo el proceso de la fijacion del nitrégeno
(Appleby. 1984). Finalmente, €l NH," es excretado a la planta para evitar la

inhibicion de la actividad de la nitrogenasa {Grierson y Covey. 1984).

Principales productos del nitrégeno fijado exportado de los nédulos.

Los iones de amonio, resultado de la reduccion del nitrégeno por la
nitrogenasa, son excretados in wvivo (Robertson et al, 1975) por los
bacteroides dentro del citoplasma de las células del nédulo donde son
asimilados y utilizados en la sintesis de metabolitos que contendran
nitrégeno organico para ser transportado a la planta. Estudios realizados por
Meeks et al, (1978) demostraron que el amonio es incorporado
inicialmente a la posicién amido de la glutamina en una reaccion catalizada

por la GS, que esta localizada en el citoplasma y posteriormente el grupo
amido es transferido al carbono-f del 2-cetoglutarato en una reaccion de

aminacion reductiva catalizada por la GOGAT que puede estar presente tanto
en el citoplasma como en el plastide (Awonaike et al, 1981. Boland et al.
1982). Asi, a partir de estas dos reacciones, que dan como producte cl
glutamato y la glutamina, se sintetizan las moléculas que seran transportadas
por la planta.

Los compuestos nitrogenados que se transporian a las piantas por el
xilema se clasifican dependiende de la composicion del flujo que se colecta a
través de la excision de los nédulos o del sistema de la raiz nodulada. de esta
manera, tenemos a los exportadores de amidas y a los exportadores de
ureidos. Los exportadores amidos transportan asparagina (Asn). glulamina
(Gln) o 4-metilenoglutamina {MeGin). mientras que los exportadores de
ureidos transportan alantoina (Aln) y acido alantoico (Ale) o citrulina {Cit)
(Gricrson v Covey, 1984; Schubert, 1986).

|4



Leguminosas de la tribu Phaseoleae sintetizan y transportan ureidos:
alantoina y acido alantéico (Fig. 5). Estos dos compuestos conforman del 60
al 90% del nitrogeno total del xilema de soya (McClure e Israel. 1979:
Streeter, 1979) y de frijol (Cookson et al, 1980) entre otras leguminosas
creciendo simbidticamente (Pate y Atkins, 1983).
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Figura 5. Modelo propuesto de la organizacion celular en la
biogénesis de ureidos (Schubert, 1986}



Papel de la asimilacién de amonio de Rhizobium en la fijacién simbiética de
nitrégeno.

Es aceptado generalmente que la asimilacion de amonio no es
funcional en Rhizobium cuando la bacteria estd en simbiosis con plantas, de
tal manera que todo el nitrégeno fijado es liberado hacia la planta en forma
de amonio, esto se infiere a partir de que mutantes de Rhizobium que
carecen de GS o de GOGAT no tienen un fenotipo simbidtico obvie {Osburne
y Signer, 1980; de Bruijn et al., 1989; Shatters et al.. 1989). Sin embargo. la
actividad de GOGAT ha sido detectada en bacteroides de ndédulos formados
en diferentes especies de leguminosas (Brown y Dilworth, 1975). Ademas la
actividad de GSI esta presente en bacteroides de R. etli aislados de nadulos
de frijol (Moreno et al, 1991) y también hay evidencias para la sintesis de
metabolitos nitrogenados en la bacteria durante la simbiosis (Salminen y
Streeter, 1987).

En R. meliloti, 1a actividad de GOGAT y la habilidad de asimilar amonio
no son aparentemente necesarias para una asociacién simbiética efectiva ya
que una cepa GOGAT es incapaz de asimilar amonio pero es completamente
efectiva en la nodulacion y fijacion de nitrégeno (Kondorosi et al.. 1977).

A diferencia de la cepa deficiente en GOGAT de R. meliloti, una cepa
mutante en GOGAT de B. japonicum puede inducir la nodulacién pero los
nodulos son defectivos (O'Gara et al, 1984). Para A. caulinodans, cepas
identificadas con deficiencia en NADPH-GOGAT son defectivas tanto en la
asimilacién de amonio como en la fijacion de nitrdgeno en simbiosis (Deonald
y Ludwing, 1984).

En R. etli, estudios bioquimicos y genéticos han demostrados que sélo
la actividad de GSI estd presente en bacteroides durante la simbiosis y que
cuando el gene que codifica para esta enzima es mutado. la actividad de
reduccion de acetileno en nédulos inducidos por esta mutante es el 50% de
la encontrada en nédulos inducidos por la cepa silvestre (Moreno et al.
1991).



ANTECEDENTES DIRECTOS

En el laboratorio estamos interesados en el estudio de la relacion
entre la asimilacién de amonio y la fijacion biolégica del nitrégeno durante la
simbiosis. Como modelo estudiamos la interacciéon de R. etli con frijol, ésta
es la bacteria endosimbiética mas frecuentemente encontrada en asociacion
con plantas de frijol aisladas de la region central de México {Martinez et al.
1985), Latinoamérica, Espafna, Australia y Africa del Sur (Esperanza
Martinez, comunicacién personal).

Existe una tendencia a considerar que durante la simbiosis las enzimas
de Rhizobium involucradas en la asimilacion de amonio pueden permanecer
reprimidas para ayudar a la exportacién del amonio (Hilgert et al, 1987:
Osbume y Signer, 1980). Sin embargo. hay evidencias que indican lo
contrario. La actividad de GOGAT ha sido encontrada en bacteroides aislados
de nodulos en diferentes Rhizobium ssp. (Brown y Dilworth, 1975). Ademas
la actividad de GSI esta presente en bacteroides de R. etli aislados de
nédulos de frijol (Moreno et al, 1991) y también se reporta la sintesis de
metabolitos nitrogenados en la bacteria durante la simbiosis (Miller et al.
1991; Salminen y Streeter, 1987).

Los resultados publicados por Mendoza et al, (1998), demuestran gque
la expresién constitutiva de GDH durante la simbiosis resulta en la
asimilacion de amonio por el bacteriode lo que ocasiona un cambio en la
particién del nitrogeno fijado entre la bacteria y la planta, se puede sugerir
la existencia de metabolismo nitrogenado dentro del bacteroide. Dado lo
anterior, cabria preguntarse qué pasa con la via GS/GOGAT propia de la
bacteria durante la simbiosis.

Una manera de conocer mas acerca de la asimilacién de amonio en
bacteroides es interrumpiendo un gene de esta via, pero como ya
mencionamos, se sabe que en R. etli se presentan mas de una GS. por lo
tanto, el gene de GOGAT es el adecuado para manipular. Aunque ya se ha

caraclerizado el fenotipo de cepas de Rhizobiwm deficientes en la actividad
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de GOGAT (Kondorosi et al, 1977; O'Gara et al, 1984; Donald y Ludwing.
1984). se conoce poco acerca de los genes que codifican para esta enzima
en rhizobiaceas, ya que sélo se han clonado los genes de R. meliloti [Lewis el
al., 1990} v A. caulinodans (Hilgert et al, 1987), pero en estos trabajos sélo
se reporta el aislamiento de una region gltBD, que complementa mutantes
GOGAT, pero no sc ha estudiado en detalle su organizaciéon genética o su
regulacion (Lewis et al, 1990; Hilgert et al, 1987}, Tampoco se ha
reportado la existencia de genes reguladores.

Dado le anterior, en este trabajo se reporta la cionacién vy
caracterizacion del locus glt que codifica para la Glutamato sintasa (GOGAT])
en R. etli, asi como la caracterizacion fisiologica y simbiética de una cepa
deficiente en GOGAT. De esta manera, se pretende responder algunas de las
interrogantes acerca de como se Illeva a cabo el metabolismo nitrogenado en

rhizobeaceas tanto en vida libre como durante ia simbiosis.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y plismidos. Las cepas bacterianas y los plasmidos

utilizados en este trabajo se encuentran descritos en la tabla L.

Condiciones de crecimiento. Las cepas de R. etli fueron crecidas a 30°C con
una agitacién de 200 rpm en medio rico {PY) que contiene peptona al 0.5%,
extracto de levadura al 0.3% y CaCl, 7 mM o en medioc minimo (MM)
(Encarnacion et al., 1995) conteniendo K,HPO, 1.26 mM, MgSO, 0.83 mM.
succinato 10 mM, NH,Cl 10 mM estos dos ultimos como fuentes de cabono y
nitrégeno, suplementado con CaCl, 1.5 mM y FeCl,0.0184 mM. Para su
crecimiento en medio minimo, las bacterias fueron previamente crecida en PY
por 12 hrs y lavadas dos veces con agua estéril para inocular el MM a una
D.Oyp im= 0.05.

Las cepas de E. coli fueron crecidas a 37°C en medio rico Luria-Bertani
que contiene: peptona de caseina al 1%, extracto de levadura al 0.5% y NaCl al
1% (Miller, 1972). Como medio minimo se utilizé el reportado por Valderrama
et al., {1996) el cual contiene: MgSO, 4mM, K,HPO, 11 mM, KH,PO, 51 mM.
NH,C1 10 mM y glucosa al 0.2%. Cuando fue requerido se anadi6: prolina,

histidina. leucina, arginina y treonina a una concentracién final de 1mM, y en
el caso de tiamina se utilizaron trazas (0.5ug/ml). |

Los antibidticos fueron anadidos en las siguientes concentraciones
finales: kanamicina (Km) 30 pg/ml, estreptomicina (Sm) 100 ug/ml
espectinomicina (Sp) 20 pg/ml, carbenicilina (Cb} 100 pg/ml, tetraciclina (Tc)

10 pg/ml y acido nalidixico (Nal) 20 pg/ml.

Determinacién de la actividad especifica de GOGAT. Los extraclos
bacterianos fueron preparados a partir de cultivos de 12 hrs en MM, los cuales
fueron centrifugados y resuspendidos en 1.5 ml de buffer de extracciéon (KCI

0.1 M v 2-mercaptoetancl al 0.5 % a un pH de 7.6). Las muestras se sonicaron
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con 5 pulsos de 30 seg cada uno a una amplitud de 7 microns, el sobrenadante
se colectd después de centrifugar a 4°C durante 3 min a 13,000 rpm (12,054 x
gl.

Las actividades de GOGAT fueron determinadas midiendo la oxidacion de
NADPH a una absorbancia de 340 nm, en una mezcla conteniende HEPES 50
mM (4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico), 2-mercaptoetanot al
1% (pH 8.3), glutamina 3.65 mM, 2-cetoglutarato 3 mM, NADPH 0.2 mM y 0.1
ml del extracto bacteriano. La actividad especifica es expresada en unidades
por mg de proteina donde una unidad representa una nmola de NADPH

oxidado por min (Bravo y Mora, 1988).

Manipulacion del DNA. En general para todas las técnicas de biologia
molecular se siguicron los procedimientos descritos previamente (Sambrook et
al., 1989).

Extraccion del DNA. E! DNA plasmidico de E. coli fue extraido a partir de un
cultivo de 12 hrs en medio rico mediante la técnica de lisis alcalina (Sambrook
et al., 1989). El DNA cromosomal de Rhizobium se extrajo de un cultivo e¢n
medio rico crecido a saturacién por medio de la metodologia reportada por
Ausubel et al., 1995: Preparacion de DNA gendmico de bacteria. protocolo
corto.

Digestion con enzimas de restricciéon y ligado de fragmentos de DNA.
Tanto el DNA plasmidico como el cromosomal se digirieron con diferentes
enzimas de restriccién segin correspondiera y siguiendo las instrucciones del
proveedor para cada enzima en particular.

Los fragmentos de DNA conteniendo las secuencias de interés se licaron
al vector correspondiente en una proporcion inserto:vector de 3:1 utilizando T4

DNA ligasa ¢ incubdandose a 14°C durante 14 hrs,

Transformacién de E. coli. Las células competentes de E. coli [ueron

obtenidas por el método de CaCl, (Sambrook ef al.. 1989) v almacenadas a




-70°C. Las células competentes se descongelaron en hielo y se les agregaron de
30 a 100 ng de DNA, incubandose por 20 min en hielo. Después se didé un
choque térmico a 42°C por 2 min, se les agregd 1 ml de LB y se incubaron
durante 1 hr a 37°C con agitacién, lo cual permitié la recuperacion de las
bacterias y la expresion de la resistencia al antibidtico codificado por el

plasmido. Se plaquearon alicuotas de 200 pl en cajas de medio de seleccién.

Conjugacién por cruza triparental. La movilizacion de los plasmidos dentro
de la cepas de R. etli se hicieron por medio de cruzas triparentales, auxiliada
por el plasmido pRK2013 (Ditta et al., 1980).

Hibridizaciones de DNA del tipo Southemn. Los fragmentos de DNA digeridos
con las enzimas apropiadas se separaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1% en buffer TAE (Tris-acetatos 40 mM pH8, EDTA 1mM), durante 2 hrs a
100 V para DNA plasmidico y durante 12 hrs a 40 V para DNA cromosomal. El
patrén de digestidon se visualizé al tenir el gel con bromuro de etidio y
observado bajo luz UV. Posteriormente el DNA se desnaturalizé por 30 min
{(NaCl! 1.5 M, NaOH 0.5 N), después se neutralizé durante 15 min (Tris 1 M pH
7.4, NaCl 1.5 M) y finalmente se lavé en 6X SSC (SSC 20X: NaCl 3M y
Na,citrato2H,0 0.3 M a pH 7.0). El DNA fue transferido a membranas de nylon
{Amersham, UK) por transferencia capilar e inmovilizado con luz UV a 12000
pjoules (crosslinker: UV Stratalinker 1800, Stratagene).

La hibrizacion de las membranas se realizé utilizando la sonda apropiada
marcada con o®P-dCTP mediante el Kit Megaprime (Amersham, UK). Las

condiciones para hibridizacién estricta fueron: prehibridizacién 2 hrs e
hibridizacién 2 hrs a 65°C en buffer Rapid-hyb (Amersham, UK). Los lavados se
llevaron a cabo primeramente a temperatura ambiente en SSC 2X/SDS 0.1%
durante 5 min, después tres lavados con S5C 0.1X/SDS 0.1% de 30 min cada
uno a 65°C y un altimo lavado durante 15 min a temperatura ambiente con
SSC 0.1X. Para hibridizaciones relajadas las condiciones de temperatura de
prehibridizacién e hibridizacién fueran a 42°C con un periodo de incubacion de

2 y 12 hrs, respectivamente. Las membranas se expusieron en films Kodak (X-
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Omat) y se revelaron a diferentes tiempos de acuerdo a las condiciones e

hibridizacion.

Secuencia y anilisis de DNA. El DNA de doble cadena fue secuenciado por ¢l
meétodo de Sanger (Sanger et al., 1977). Las determinaciones de la secuencia de
los genes gltBD de R. etli, se llevaron a cabo en Medigen GmbH, Munich.
Alemania, usando el sistema de secuencia Applied Biosistems {Foster City,
Calif.) 373A DNA. En el laboratorio las secuencias se obtuvieron utilizando los
Kits: Thermo Sequenase dye terminator cycle sequencing pre-mix {Amersham,
Life Science) y DNA Sequencing dye terminator cycle sequencing ready reaction
(Perkin-Elmer).

El analisis computacional de las secuencias fue llevado a cabo con el
paquete de programas Genetics Computer Group (GCQG]) (Devereux et al., 1984).
con el programa “GeneWorks” (Glynias, 1991) y con el programa de analisis de
promotores disponible en el URL http://dot.imgen.bem.tmce.edu:9331/seq-
search/gene-search.html.

Condiciones de crecimiento de las plantas. Se esterilizaron semillas de
Phaseolus vulgaris L cv. Negro Jamapa superficialmente con cloro al 20%.
posteriormente enjuagadas con H,O estéril y se germinaron bajo condiciones
estériles por tres dias en obscuridad a 30°C. Las plantulas fueron transferidas
a macetas de plastico conteniendo vermiculita estérit como soporte ¢
inoculadas con 1 ml de un cultive de R. etli ( 107 células/planta) crecido en PY
por 12 hrs, previamente lavado en solucién salina {(NaCl al 0.85%]). Las
condiciones de crecimiento de las plantas en el invernadero fueron a

temperaturas de 22 a 28°C y una humedad relativa del 50 al 60%.

Caracterizaciéon simbiética. Grupos de 10 plantas para cada condicién fueron
cosechadas a los 18, 25, 32 y 39 dias postinoculacién {dpi). El peso seco de
nodulo. la actividad de nitrogenasa, peso seco de la planta, la concentracion de
ureidos en el xilema, el contenido de nitrégeno en planta y la concentracién de

aminoacidos en bactercides fueron determinados para cada tiempo.
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Actividad especifica de la nitrogenasa. La actividad de nitrogenasa (umol de
etileno producido/h/g de peso seco de nédulo), fue determinada por la
reduccion del acetileno a etileno, incubando las raices separadas de la planta
con 1/80 (v/v) de acetileno. La produccién de etileno fue cuantificada en un

cromatografo de gases Varian 3300.

Determinacién de ureidos. Se decapitaron grupos de 5 plantas 1 cm arriba de
la corona y se les colocé un tubo de plastico en el corte para colectar la
solucién del xilema., El contenide de ureidos fue determinado
colorimétricamente de acuerdo al método descrito por Vogel y van der Drift
(1970).

Cuantificacién de nitrégeno total. E} contenido de nitrégeno total de plantas
y semillas fue determinado con un analizador de nitrégeno (modelo ANTEK
7000; Antek instruments, Inc. Houston, Tx.) y reportado en mg de

nitrégeno/mg de peso seco de planta o semilla

Purificacion de bacteriodes. Se maceraron nodulos frescos provenientes de 5
plantas en solucién PBS (NaCl 150 mM y KH,PO, 50 mM, pH 7.6} y se
filtraron a través de varias capas de gasa estéril para posteriormente ser
tranferidos a un tubo conteniendo una solucién de percoll (3.5 ml de KH,PO,
0.5 M + NaCl 1.5 M, 24.5 ml de percoll, aforado a 35 ml). Los bacteroides
purificados por centrifugacién a 17,500 rpm {24,010 x g) durante una hora en
este gradiente (Reibach et al,, 1981) fueron recuperados y lavados dos veces
con PBS. Después de ser resuspendidos en 2 ml de agua estéril, fueron
sonicados 2 veces durante 60 seg: se separaron los desechos celulares por
centrifugacién y finalmente el sobrenadante fue liofilizado, quedando listo para
la determinacién de aminocacidos.

Para conocer la concentracion de aminoacidos intra y extracelulares en
R. etli, los cultivos se centrifugaron de 12 y 24 horas en MM-glulamina a
10,000 rpm {9,632 x g) durante 10 min a 4°C, se tomaron 20 mi del



sobrenadante y se liofilizaron. La pasltilla se resuspendié en 10 mi de etancl al
80%. se calenté a 100°C durante 10 min y se dejé enfriar a temperatura
ambiente. La muestra una vez fria se sonicé 2 veces durante 60 seg. se
separaron los desechés celulares por centrifugacion y el sobrenadante se

liofitizo para finalmente hacer la determinacion.

Determinacion de aminoacidos. Los aminoacidos fueron cuantilicados
fluorimetricamente usando la técnica de derivatizacién de precolumna con
9-flouroenilmetil-cloroformato en una columna Nova-Pack C18 (Waters Milford.
Mass.; 3.9 x 150 mm [diametro interno]}. La separacion de aminoacidos se llevo
a cabo con un gradiente de elucién del 20 al 73 % del solvente A v B (Solvente
A: 0.5 M acelato de sodio [pH 3.5-3.8] ajustado con acido acético; Solvente B:
acetonitrilo) a un flujo de 1 ml por min a 45°C. Los aminoacidos fueron
detectados con un fluorémetro (Waters modelo 420 AC) a una longitud de onda
de excitacién y emisién de 254 y 313 nm. respectivamente y equipade con una
lampara de mercuric G475 (Waters). La concentracién de aminoacidos es

expresada en nmol/mg de proteina.

Microscopia dptica. Las raices primarias, con nédulos completamente
desarrollados (25 dpi), fueron colectadas y fijadas en glutaraldehido al 2.5 % en
buffer fosfato de potasio 10 mM [pH 7.5 y EDTA 1mM. Los nédulos se
cortaron en segmentos de 100 pm de longitud con un vibratomo (Serie 1000,
Technical Products International Inc., St. Louis, Mo.), tefiidos inmediatamente
con el colorante de tejidos vegetales Epoxy (Electron Microscopy Sciences FT.,

Washinton, Pa.) y linalmente observados en un microscopio optico Zeiss.

Microscopia electrénica de transmisién. Los nédulos completamente
formados fueron fijados en glutaraldehideo (2.5 % en buffer fosfato de potasio 10
mM [pH 7.5] y EDTA ImM) por una hora y posteriormente postfijados en
tetradxido de osmio { 1% en buffer fosfato de sodio ¢.15 mM [pH 7.0]) por una
hora. Las muestiras fijadas fueron rapidamente lavadas con agua destilada.
deshidratadas a través de diferentes concentraciones de etano! (25, 50. 75, 90



y 100%) y finalmente embebidas en polimeros de plastico (Resinas Epon). Los
cortes ultrafinos se obtuvieron con un Reichert Ultracut S Uliramicrotome
(type 702501; Leika, A.G. Reichert Division, Vienna, Austria), colocados en
gradillas con formvar y tenidos con acetato de uranilo y citrato de plomo
{Reynolds, 1963). Se utilizé un microscopio electronico de transmision Zeiss

EM-900 para observar los cortes ultrafinos.

Tabla 1. Cepas y plasmidos

CEPAS Caracteristicas Relevantes Referencia
E. coli
PA340 gitB31, gdh-1 B. Bachmann, 1972
MX1176 Alpro-lac) galE ilv-680 thi-1 gdh-1 gltB225::5); Castano et al., 1988
SmR, Spk
HB101 F- hsdS20-recA13 Boyer et al, 1969
DHS5q Alacl/169 (@80lacZAM15) recAl endAl gyrA96 Bethesda Research
thi-1 relAl; NalR Laboratories 1986
R. etli
CE3 SmPF, derivada de la cepa silvestre CFN42 Noel et al., 1984
TAD12 gltB::Tn5; Nalk, KmR Este trabajo
TADI11 insercion del Tn5; Nal®, KmR Este trabajo
PLASMIDOS
pRK2013 Col E1 mob* Tra'(RK2); Km® . Figurski et al., 1979
pLAFR1 Cdsmido de amplio rango, Mob*, Tra, Friedman et al.,
IncP;TeR 1982
pBluescriptSK  Vector de clonacion, CbR. (pSK) Stratagene
pHB10 pLAFR1, locus glf ORS571; KmR, T¢R Hilgert et al., 1987
cl2-1A pLAFRI1, locus gitBD de R. etli; TcR Este trabajo
pAC22 pSK, 12.2 Kb locus glitBD de R. etli derivado Este trabajo
del c12-1A, CbR
plAa-D pPSK, 1.8 Kb EcoRl de c12-1A; ChR Este trabajo
plAa-11 pSK, 1.6 Kb EcoRl de ¢12-1A; ChR Este trabajo
plA-10 pSK, 0.8 Kb EcoRI de c12-14; Cb® Este trabajo
plA-8 pSK, 1.55 Kb EcoRI de c12-1A; Ch® Este trabajo
plA-E pSK, 1.0 Kb EcoRl de ¢12-1A; CbR Este trabajo
pT11 pSK, 2.0 Kb + Tn5, EcoRI de la TAD11, Este trabajo
CbR, KmR
pT12 plA-E::TnS5; CbR, KmR Este trabajo
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RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se dividen en tres partes: 1) Ia
caracterizacion geneética del operdon (gltBD) que codifica para GOGAT en R.
etli, 2} la caracterizacion fisiolégica de una cepa mutante GOGAT de R. etli y
3) el fenotipo simbi6tico de la misma mutante GOGAT de R. etli.

1) Caracterizacién genética del operén gitBD de R. etli.

1.1) Complementacién de las cepas Asm™ de E. coli.

La primera estrategia que se siguié para clonar el operén que codifica
para la enzima glutamato sintasa fue movilizar el banco genémico de R. etli.
clonado en césmidos derivados de pLAFRI1, dentro de las mutantes PA340 y
MX1176 de E. coli {Tabla i).

Si bien se llevaron a cabo las complementaciones de estas dos cepas
mutantes con el banco genémico, los cosmidos obtenidos que
complementaron resultaron ser falsos positivos ya que en éstos no se
encontraron los genes estructurates de la GOGAT. Los diversos estudios
realizados con estas cepas fueron: el crecimiento en MM-NH,* y los valores
obtenidos de las actividades especificas de GOGAT, sin embargo la secuencia
de una subclona que seguia complementando a las mutantes no mostré
similitud con los genes de la GOGAT reportados para otras bacterias como E.
coli o Azospirillum brasilense. La explicaciéon de que en la subclona no se
encontraran los genes de GOGAT a pesar de que estos estudios mostraban 1o
contrario, aun no la hemos podido interpretar ya que. por un lado. las
mutaciones en la cepa PA340 no han sido bien caracterizadas: sdélo se habia
descrito en esta cepa una mutacion que daba como resultado la pérdida de la
actividad de GOGAT designada ¢itB3! (Pahel et al. 1982). pero
posteriormente se establecid que esla cepa contiene al menos dos
mulaciones. una delecion del operon gltBD y otra mutacion aparentemente

en un regulador positive de la sintesis de la GOGAT (Castano, tesis de¢



doctorado). Por otro lado, cuando utilizamos a la mutante MX1176 gomo
cepa receptora del banco genémico de R. etli para su complementacion, ésta
mostré un alte indice de reversién para la mutacion gdh, por lo que se
dificulté la complementacion .

Paralelamente a este trabajo, H. Taboada en el laboratorio selecciond
dos cepas mutantes de R. etli inducidas con el transposén Tn5 que no
crecian en amonio pero si en g]utamato {Glu). Estas cepas se han
caracterizado y se les ha denominado TAD11 y TAD12.

1.2) Caracterizacion de las mutantes.

El primer paso para caracterizar la cepas TAD11 y TAD12 fue obtener
sus cinéticas de crecimiento en MM-NH,' y MM-Glu y compararlas con la
cepa padre CE3 de R. etli. Los resultados de estos ensayos son presentados
en la Fig. 6a, en la cual se muestra que ambas mutantes son auxotrofas de
glutamato.

1.3) Complementacion con el operéon gltBD de A. caulinodans.

En base a los resultados obtenidos en las cinéticas de crecimiento (Fig.
6a} el siguiente paso fue transferir el plamido pHBIQ a estas mutantes
(TAD11 y TADI12), el cual contiene un fragmento de DNA de 12.3 kb que
complementa la auxotrofia per gutamato de la cepa GOGAT GDH de E. coli
(PA340) y las mutantes GOGAT de A. caulinodans (KAK6-5 y GAV1-20) vy
contiene el locus glt de A. caulinodans (Hilgert et al, 1987} Su
comportamiento en MM-NH,' es presentado en la Fig. 6b, en la cual se
muestra que ambas mutantes recuperan la prototrofia cuando porian este

plasmido.
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Figura 6. a) Cinética de crecimientos en MM-NH,” (10 mM] y MM-
Glu(10 mM} de la cepa CE3 y de las cepas mutantes TADI1 vy
TAD12. b) Crecimientos en MM-NH,® de las cepas CE3 y mutantes
TAD11 y TAD12 complementadas con el plasmido pHB10 el cual
lleva el fragmento de 12.3 kb de la GOGAT de A. caulinodans.
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1.4) Hibridacién genémica de las mutantes TAD11 y TAD12,

Con el fin de localizar las inserciones del Tn5 en las mutantes TADI11 y
TAD12 se extrajo el DNA genémico de estas cepas, asi como el de la cepa
silvestre CE3. El DNA cromosomal se digirié con la enzima de restriccion
EcoRI. ya que el Tn5 no tiene sitio de corte para esta enzima. Un {ragmento
interno del locus gtBD (3.2 kb Sall-Smal) de A. caulinodeans derivado del
plasmido pHB10 fue utilizado como sonda radiactiva. La hibridacion se llevo
a cabo en condiciones relajadas (42°C). La autoradiografia de esta hibridacién
mostré que en la cepa silvestre quedaron represeniadas dos bandas una de




1.6 Kb y otra de aproximadamente 1 Kb, encontrandose este mismo patrén
de hibridacién para la mutante TAD11, mientras que en la mutante TADI12
se presentd la banda de 1 Kb y otra banda de 7.4 Kb. Esta ultima
correspondiendo a la suma del fragmento de 1.6 Kb mas 5.8 Kb del Tn5 (Fig.
7}. Una segunda hibridacién se realizd utilizando como sonda radiactiva el
Tn5. dando como resultado que en la mutante TAD12 el mismo fragmento
de 7.4 kb dio senal (Fig. 8); en cambio para la mutante TAD11 se encontrd
una banda de hibridacion ligeramente mas pesada que la encontrada en la
TAD12 de aproximadamente 8 kb, aunque en la Fig. 8 se ven dos bandas de
hibridacién en el carril del DNA de la TADI1, la de mayor peso molecular
presenta menos sefial que la de menor peso, lo cual nos indica que la
digestion del DNA genomico fue parcial y que la banda importante es la de

mayor senal.

Figura 7. Hibridaciéon del DNA genémico de la cepa silvestre CE3 {carril
2), de las mutantes TAD11 (carril 3) y TADI2 (carril 4) digeridas
con EcoRl, utilizando como sonda un fragmento interno del operén
glt de A caulinodans de 3.2 kb Sall-Smal. El carril 1 muestra el
marcador de peso molecular de 1.6 kb.

— 7.4 Kb
l-— 157K,
g— | KD




Figura 8. Hibridacién del DNA gendémico de la cepa silvestre CE3
{carril 2). de las mutantes TAD12 {carril 3) y TADI1 (carril 4)
digeridas con EcoRI, utilizando como sonda el TnS. El carril |}
muestra el marcador de peso molecular de 1.6 Kb.
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1.5) Subclonacién y secuencia de las inserciones del Tn5.

Para conocer la secuencia nucleotidica del gene interrumpido por el
transposén Tn5 en las mutantes TAD11 y TAD12, estos fueron clonados
como un fragmento EcoRI de 8.2 Kb para la TAD1! y un fragmento EcoRI
7.35 Kb para la TAD12 en el vector pBluescriptSK (Tabla 1} generando los
plasmidos pTll y pTI12, respectivamente. En la secuencia preliminar

obtenida a partir de la subclona pTl1, proveniente de la TADILl. no sc
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encontré homologia con genes de GOGAT. En cambio. los resultados de las
primeras 550 pb secuenciadas del plasmido pT12 mostraron que para la
mutante TAD12 el Tn5 se encuentra insertado en una region homologa al
gene gltB de E. coli y A. brasilense. El alineamiento de los residuos de
aminoacidos deducidos a partir de los primeros 550 nucledtidos
secuenciados de la subclona pT12 muestran similitud con el extremo 3 de
gitB (Fig. 12) de E. coli y de A. brasilense, presentando una identidad del
45.7% y una similitud del 65.7% con E. coli, y una identidad del 54.3% y una
similitud del 68.6% con A. brasilense. En base a este alineamiento podemos
observar que la parte de la subclona pT12 codifica para los residuos de
aminoacidos 1131 y 1231 de gltB y el Tn5 se localiza después de este

iltimo.

Simultaneamente a la clonacion de las inserciones Tnb, se transfirio el
banco genomico de R. etli (representado en 1200 cosmidos) en ambas
mutantes. De esta manera se identificaron 6 diferentes cdsmidos que
complementan a las mutantes. En la Fig. 9A podemos observar el patron de
restriccion de dos de los tres cosmidos que complementan a la mutante
TAD11 y que comparten por lo menos 3 bandas. En la Fig. 9B se presenta el
patréon de restriccién de dos de los tres cdésmidos que complementan a la
mutante TAD12, que comparten al menos 7 bandas. Los resultados de las
hibridaciones junto con las secuencias nuclectidicas obtenidas nos indican
que las inserciones del Tn5 en ambas mutantes se encuentran en secuencias

diferentes.
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Figura 9. Geles de agarosa con los césmidos que complementan a las
mutantes TAD11 (A) y TAD!2 (B). Gel A) Carriles: 1, marcador de 1
Kb: 2, cosmido c¢l11-3A: coésmido cl1-5A. Gel B} Carriles: 1. marcador
de 1 Kb; 2, cosmido cl2-3A; 3, cosmido cl2-1A,

De acuerdo con estos resultados, en la cepa TADI2 el gen gltB,
estructural de la GOGAT, se encuentra interrumpide por la inserciéon del
Tn5. Por lo anterior, esta cepa fue utilizada en la clonacién del operén gltBD
de R. etli y para la caracterizacién fisiclogica y simbiética de una cepa
deficiente en GOGAT.

1.6) Complementacién de la mutante TAD12 con el banco gendémico de la
CE3.

Se determind la cinética de crecimiento en MM-NH,® de la mutante

TAD12 complementada con los dos césmidos ¢i2-3A y cl2-1A (Fig. 10].

Podemos observar que el tiempo de duplicacion y la biomasa alcanzada por la



mutante TAD12 complementada con el césmido ¢12-1A es mejor. En la tabla
2 se presentan sus respectivas actividades especificas de GOGAT, la cual
muestra que la actividad medida para el cosmido c12-1A es mayor que la de
la cepa silvestre y superior a la del c12-3A. Estas mismas actividades fueron
medidas en presencia- de L-metionina sulfona (MSF), inhibidor especifico de
la actividad de GOGAT (Master y Meister, 1982), presentando una reduccion
del 94%, por lo cual corroboramos que las actividades determinadas en
todas las cepas son las actividades de GOGAT.

Figura 10. Cinética de crecimiento en MM-NH," de la CE3, TAD12 y
TAD12 complementada con dos diferentes césmidos
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Tabla 2. Actividades de GOGAT en la mutante TAD12 complementada
con los césmidos cl2-1A y ¢l12-3A

CEPA Actividad especifica de GOGAT®
+MsFP
CE3 65.00 4.54
TAD12 0.66 ND®
TAD12/¢12-1A 175.40 8.65
TAD12/cl2-3A 96.91 5.33

a U/mg de proteina
b. Metionina sulfona 10 mM
c. Actividad no determinada

1.7) Identificacion de los genes estructurales de la GOGAT dentro del
cosmido c12-1A.

El c6smido ¢12-1A fue seleccionado para la subclonacion v
secuenciacion de los genes estructurales de la GOGAT (operon gltBD} en R.
etli, ya que este césmido presentd la mayor actividad de GOGAT (Tabla 2).
una mejor complementacion de la mutante para los crecimientos en
MM+NH,* (Fig. 10) y contuvo el menor fragmento de DNA que el resto de los
cosmidos (aproximadamente 20 Kb, Fig. 9B).

Los fragmentos generados por la enzima de restriccion EcoR! del
cosmidoe cl12-1A fueron subclonados en el vector pSK (Tabla 1). Estas
diferentes subclonas fueron hibridizadas contra una sonda heterdloga
derivada del plasmido pHB10 en donde se encuentra el locus gltBD de A
caulinodans |fragmento de 5.3 Kb Sall que hibridiza contra los genes glt3D

de E. coli [Hilgert et al.. 1987)]. En la Fig. 11 se muestra el gel del césmido



cl12-1A digerido con EcoRI con sus respectivas bandas subclonadas en el
pSK y la autoradiografia de la hibridacion, en ta cual se puede observar que al
menos en cinco de las bandas se presenta sefial con los genes que

constituyen el locus de GOGAT.

Figura 11. Hibridacion de ¢12-1A y sus subclonas correspondientes,
utilizande como sonda un fragmento "de 5.3 Kb de GOGAT de A
caulinodans. A) Gel del césmido cl12-1A [carril 1) digerido con EcoRI y
sus respectivas subclonas: plA-G de 8.4 Kb {carril 2j; plA-D de 1.8 Kb
(carril 3); plA-20 de 1.6 Kb (carril 4); plA-8 de 1.6 Kb (carril 5); plA-
11 de 1.6 Kb (carril 6); plA-2 de 1.5 Kb {carril 7); plA-E de 1.0 Kb
(carril 8); plA-H de 0.9 Kb ({carril 9); plA-10 de 0.8 Kb (carril 10); plA-
3 de 0.4 Kb (carril 11). B) Autoradiografia tipe Southern del gel mostrado
en A después de la hibridizacién con el fragmento intermo del plasmido
pHBI10 que contiene GOGAT de A. caulinodans.
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1.8) Clonacién del locus que codifica para la GOGAT en R. etli.

Un (ragmento de DNA de 12.2 Kb Bglll del cosmido cl2-1A que
comtienen los genes estructurales de la GOGAT (gitBD) de R. etli [ue clonado
en el vector pSK, resultando el plasmido pAC22 (Fig. 12). Dentro de este
fragmento podemos observar que la organizacion de los genes gltBD es
similar a la de E. coli: primero encontramos a la subunidad grande y después
a la subunidad chica.

Figura 12. Representacién esquematica del plasmido pAC22 gue contiene
los genes gliBD de R etli Ubicacion del Tn5 dentro de gitB en el
plasmido pT12. Enzimas de restriccion: Bg, Bglll y E, EcoRI. las
flechas abajo de las subclonas indican las regiones secuenciadas.
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1.8.1) Secuencia nucleotidica de los genes estructurales de la GOGAT de
R. etli.

Las subclonas que comparten homologia con el locus git de A
caulinodans (Fig. 11) se utilizaron para determinar la secuencia nucleotidica
de aproximadamente 7006 pares de bases, las cuales se analizaron por
medio de los programas blast y/o fasta dentro del paquete computacional
GCG (Devereux et al, 1984). En estas secuencias se pudieron identificar 2
ORF's con homologia a la subunidad grande {(gltB) y a la subunidad chica
(gitD) de GOGAT. En la Fig. 13 se muestra la secuencia obtenida de ambas
subunidades en donde se seftalan diferentes motivos: en el nucledtido 824 el
residuo de metionina (ATG) con la cual podria iniciarse la sintesis de la
subunidad grande, GtIB, hasta el nucledtide 4944, identificados a partir de la
traduccion y el andlisis en el programa GenWorks; en el nucledtido 812 un
sitio potencial de pegado a ribosoma (RBS}; asi como dos regiones arriba del
ATG del gene gItB ricas en A y T, identificadas como posibles regiones
promotoras dependientes de sigma 70 a partir de secuencias consenso en
procariotes. Una de ellas localizada de la posicién -286 a la -331 y la segunda
de la posicion -330 a la -375 a partir del primer ATG. En el nucleétido 5172
el ATG con la cual podria iniciarse la sintesis de la subunidad chica., GItD,
hasta el nucledtido 6522.

Figura 13. Secuencia nucleotidica de 7000 pb que corresponden al 5' del gene
gitB y gltD, su secuencia deducida de aminoacidos. Las cajas grises indican
las posibles regiones promotoras, €l recuadro blanco el sitic de pegado a
ribosoma (RBS), el recuadro negro los sitios de inicio de la fase abierta de
lectura y los recuadros blancos las terminaciones. La interrupciéon de la
secuencia que se presenta en gltB es una zona de la cual falta delinir la
secuencia.

ARTTCCGGCGCGCCGCATTCATCTTCGATCACATGGGC TTCCGAATGGCAGAAGTGATCCCGCCGGGGLG 70
CTGGACGCTCGCCAGCGCCAGCGA T TGGCGGCCGTGCCGETGGCGACGARAGAAAACGGAAACCTCCCGTT 140

CGAAGATCTCGCAGAAGCGGGCCTCGACCTTTTTATCGAGATCGCCGGCTCCATAGGCCGGGCCAMAACT 210



AGCCGATTCCGCCAGCAGGCGTTCAGCAATGAATCTGTGGGCGCCGGCCCAATTGTCGGATGCARAGAAC
ATAGCCGCGGACCGTGGGGAGCGAAACAGGTTGGAAGGTTCGCTGCGGACATTACCTCCATCCTTTACGGG

ATCAAGGCTATTGCCAATAATCCATCACAAAMATTGAACTGCGCAATCAATTAATAAAATGTCCATCCTT

230

350

420

GGCGTAATTTTATTTCGTGETTREGATCGATTIGETAATCTTCCTTCGCAARATGACGATATTTGCORTE

ACAGTGTTGCTGTCCTATTTT

GGCCATTGCGGCCGAAGAAGCGCCGARAGCCCTGGAACAGACGGGCTTTCACGC TATAGTTCTTCCGAGC
GCCAAGCCCAGAACGGGUGGCGECGLGGAGGCGAATGGCAGGCGCGGAACGCGACGGTTTGCTTTCCCTAG
AAGCAGATGTCTGCGGCGATCTTCACAATGCAACAGCGCTGTCATGCGCCGACCCTATCTTCGGGTTGCG

GCGCATGACGAAAAGCCGCCCGCGGCCCGCGGGTTTCGACGACMCGAAGACGCCATC
MetThrLysThrProSe

CATGGAATTTGACCGGTTTGCCGCTGCTGACACGCGCGCGACGGCCAATATGTCCAAATCCGCCTCCGGC
rMetGluPheAspArgPheAlaAlahAlaAspThrArgAlaThrAlaAsnMetSerLysSerAlaSerGly

CTGCCGAAGAAACAGGGCCTCTACGATCCCCGCAACGAGCATGATGCCTGCGGCGTCGGC TTTGTCGCGT
LeuProLysLysGlnGlyLeuTyrAspProArgAsnGluHigAspAlaCysGlyValGlyPheValAIaH

ATATGAAGGGCGAGAAGTCGCACCAGATCGTCAAGGACGGCTTGTTCATTCTTGAGAACCTGACGCATCG
isMetLysGlyGluLysSerHisGlnIleValLysaAspGlyLeuPhelleLeuGluAsnLeuThrHisAr

CGGCGCCGTCGGCGCCGATCCGC TGATGGGTGACGGCGCCGGTATCCTGGTGCAGATCCCCGACCGCTTC
gGlyAlavValGlyAlaAspProLeuMetGlyAspGlyAlaGlyIleLeuvValGlnlleProAspArgPhe

TTCCGTGAGGAGATGGCCGGGCAGGGGATCACCCTGCCGCCCGCCGGCGAATATGGCGTCGGCCATATCT
PheargGluGluMetAlaGlyGlnGlyIleThrLeuProProAlaGlyGluTyrGlyValGlyHisIleP

TCATGCCGCGCGATGAAAAGCAGATCGAGCACTTCARGAAGGTAATCAAGGACGTCATTGAAGAGGAAGG |

heMetProArgAspGluLysGlnIleGluHisPhelysLysvVallleLysAspVallleGluGluGluGt

CCAGGTCCTGATCEGCT T TCGCGACGTECCEETCGATAATTCCTCGETCTCCAAGGCGCCTGATATTCCC

yGinvallLeulleGlyPheArgAspValProvValAspAsnSerSerLeuSerLysAlaProAspIleila

GCGACCGAGCCGCATCACGTGCAGGTCTTCATCGGCGCCGGCGAGGATGCCGAAMACAATGATGAGTTCG
AlaThrGluProHisHisValGlnValPheIleGlyAlaGlyGluAspAlaGluAsnAsnAspGluPheG

AGCGCAGGCTGTTCACCCTGCGCAAGGTGATTTCCAACCGCATCTATGACGAGTTCGAAGGCGAGGAGHG 1

luArgArgLeuPheThrLeubrglysVallleSeraAsnArglleTyraAspGluPheGluGlyGluGliuss

CAATTTCTATCCGGTGTCGCTGTCGTCGACGACGGTGGTCTACAAGGGCATCTTCCTGGCCTATCAGGTC
rasnPheTyrProvValSerLeuSerSerThrThrvalvalTyrLysGlyMet PheLeuAlaTyrGlnvVal

GGCGLCTATTATAAGGACCTATCGGACCCGCGGTTCGARAGCGCGGTCGCCCTCGTGCACCAGCGCTTTIT I

GlvalaTyrTvrLysAspleuSeraspProArgPheGluSerhlavalAlaleuValHisGlnArgPhes
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CGACCAACACCTTCCCCTCATGGAAGCTCGCGCACCCCTATCGGATGGTCGCCCATAACGGCGAGATCAM
erThrAsnThrPheProSerTrpLysLeuAlaHisProTyrArgMetValAlaHisAsnGiyGluIlleAs

CACGCTGCGCGGCAACGTCAACTGGATGGCGGCGCGACAGGCCTCGGTCTCTTCGCCGCTTTTCGGCGAG
nThrleuArgGlydsnvalAsnTrpMetAladlabrgGlnalaSerValSerSerProLeuPheGlyGlu

GACATCTCCAAGCTCTGGCCGATTTCCTACGAGGGGCAGTCGGACACGGCCTGTTTCGACAATGCGCTGA
AspIleSerLysLeuTrpProlleSerTyrGluGlyGlnSerAspThralaCysPheAspAsnAlaLeul

ATTCCTGGTGCGCGGCGGCTATCGCTGGCGCGTGCCGTGATGATGC TGATCCCGGAGGCCTGGGCCGGCA
snSerTrpCysAlaAlailalledlaGlyAlaCysArgAspAspAlaAspProGlyGlyLeuGlyArgGl

ACCAGTCGATGGCGECCGAACGCARGGCCTTCTACGAATATCATGCGGCGC TGATGGAGCCGTEGCACGG
nProvValAspGlyGlyArgThrGlnGlyLeuLeuArglleSerCysGlyAlaAspGlyAlaValGlyArg

GCCGECTGCCGTTGCCTTCACCGACGGTAGGCAGATC 3GCGCGACGCTCGACCGLAACGGCTCAGGCCEE
AlaGlyCysArgCysLeuHisArgArgGlnAlaAspArgArgAspAlaArgProGinArgLeuArgProA

CGCGCTACCTCGTCACCGACGACGATC SCGTCATCATGGCGTCTGAGGCCGGCGTGCTGCCGGTTCCTGA
laArgTyrLeuValThrAspAspAspArgValIleMetAlaSerGlualaGlyVallLeuProvValProGl

AGAMAAGATCATCCAGAAGTGGCGCCTGCAGCCAGGCAAGATGC TGCTGATCGACATGGAGGAAGGCCGT
uGluLysIleIleGlnLysTrpArgleuGlnProGlyLysMetLeuleuIleAspMetGluGluGlyArg

ATCATCTCCGATGACGAGTGAATCGCAGCTTGCGACGGCGCATCCCTATCGCAGCTGGCT
IlelleSerAspAspGluEndIleAlaAlaCysAspGlyAlaSerLeuSerGlnLeuila

TGACTGACGATTCCATCGGGGTGUGGTACGCCCCGTCATCATATTAATCGGAAGGETTTGCACTTGTTGG
EndLeuThrIieProSerGlyCysGlyThrProArgHisHisIleAsnArgLysGlyLeuHisLeuLeuh

CTTTTTGTTGAGACCGTGAGCGGGCGAAGGATCATTTTGC TGTCGCLCGGTACGGCGCGGAGGGATCAACC
laPheCysEndAspArgGluArgAlatysAspHisPheAlavValAlaGlyThralaArgArgAspGlnPr

CTTTTTTGCNTTGACACGTTGTTGACATGCATGCCAAGGGGATTCCCGAAGGAAGTGGACGC TTCGGAAT
oPhePheAlaLeuThrArgCysEndHisAlaCysGinGlyAspSerArgArgLysTrpThrLeuArghsn

CGTCTACCGTTACATAAAGGCGGTCGGCAAAGGCATTTCAAGGTCATGTCGAAGATGGGCATTTCGACCT
ArgLeuProleuHisLysGlyGlyArgGlnArgHisPheLysValMetSerLysMetGlyIleSerThrT

ATCAGTCCTATTGCGGCGCGCAGATCTTCGATGCGATCGGCCTGTCGTCGGAACTGGTCGACAAGTATTT
yrGlnSerTyrCysGlyalaGlnIlePheAspAlalleGlyLeuSerSerGluLeuValAspLysTyrPh

CTTCGGAACCGCGACGATGATCGAAGGTATCGGCC TCGARGCAATCGCCGAAGAGACCGTCGCCCGCCAL
ePheGlyThrAlaThrMetIleGluGlyIleGlyLeuGluAlalleAlaGluGluThrvalalaArgHis

AACGCCGCCTTCGGCAAGGATCCGCTGCTTGCGACGACGC TCGATATCGGTGGCGAATACGCCTACTGGA
AsnAlaalaPheGiyLysAspProLeulLeuhdlaThrThrLeuAsplleGlyGlyGluTyralaTvrargh

TGCGCGGCGAMGCCATGCCTGGACGCCGGATGCEGTTGCCGCTCTTCAGCACGCCGTGCGCCGCAATGC
etArgGlyGluSerHisalaTrpThrProAsphAlavalAlaAlabeuGlnHisAlavalArgArgAsnal

CGAGGATCGTTACCGCGAATTCGCCGAGATGGTGAACAATTCGGCGCTACGCATGAACACGATCCGTGCG
aGluAspArgTyrArgGluPheAlaGluMetValAsnAsnSerAlaLeuArgMetAsnThrIleArgGly
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CTCTTCAAGATCAAGAGCGCCGAGGCGC TCGGCCGCAAGCCGGETATCGATCGACGAGGTCGAGCCGGCCG
LeuPheLysIleLysSerAlaGluAlaleuGlyArgLysProValSerIleAspGluvalGluProAlaA

CCGATATCGTCAGGCGGTTCTCGACGGGGGCAATGTCCTTCGGCTCGATC TCCCGCGAGGCGCATACGAC
taAspIleValArgArgPheSerThrGlyAlaMetSerPheGlySerIleSerArgGluAlaHisThrTh

GCTGGCGATCGCCATGAATCGGATCGGCGGCAAGTCGAACACCGGCGAAGGCGGCGAGGAATCCGACCGC
rlLeuAlalleAlaMetAsnArgIleGlyGlyLysSerAsnThrGlyGluGlyGlyGluGluSerAspArg

TATATGCCGC TTTCCGATGGTTCGATGAACCCGGAACGTTCGGCGATCAAGCAGATCGCCTCGGGCCGLT
TyrMetProLeuSerAspGlySerMetAsnProGluArgSeralaIlelysGlnIleAlaSerGlyArgP

TCGGCGTCACGACCGAATATCTGGTCAACGCCGATGTGC TGCAGATCAAGGTGGCGCAGGGCGCCAAGCC
heGlyValThrThrGluTyrLeuvalAsnaladspValleuGlnllelysValhlaGinGlyAlaLysPr

CGGCGAAGGCGGCCAGCTGCCCGGTCACAAGGTCGATGCGACAGTCGCCAAGACCCGTCACTCGACGLCG
oGlyGluGlyGlyGlnLeuProGlyHisLysValAspAlaThrvValAlaLysThrargHisSerThrPro

GGTGTCGGCCTGATCTCGCCGCCGCCGCACCACGACATC TACTCGATCGAGGATC TGGCGCAGTTGATCT
GlyValGlyLeulleSerProProProHisHisAsplleTyrSerIleGluAsplevAlaGlinLeulleT

ACGATCTGAAGAACGTCAACCCGACCTCCGACGTCTCGGTCAAGCTCGTCTCCGAAGTCGGCGTCGGCAC
yrAspLeulysAsnvValAsnProThrSerAspValSerValLysLeuValSerGluvalGlyValGlyTh

GGTTGCCGCGGGCGTTGCCAAGGCGCGCGCCGATCATATCACCGTCGCAGGCTTCGACGGCGGTACGGGT
rvalalailaGlyValAlaLysAlaArgAlaAspHisIleThrvValAlaGlyPheAspGlyGlyThrGly

GCGTCGCCGCTGACTTCGTTCAAGCATGCCGGCAGCCCCTGGGAAATCGGTCTTGCCGAAACCCAGCAGA
AlaSerProLeuThrSerPheLysHisAlaGlySerProTrpGlulleGlyLeuAlaGluThrGinGlnT

CGCTGGTGCTGAACGGCCTGCGTTCGCGCGTTGCGCTGCAGGTGGACGGCGGCCTGAAGACCGGCéGCGA
hrLeuValieuAsnGlyLeuvArgSerArgValAlaLeuGlnValAspGlyGlyLeuLysThrGlyArgAs

CGTTATCATCGCAGCGCTCCTCGGCGCCGACGAATTCGGCTTCGCCACCGCGCCGCTGATCGCAGCCGGT
pvalIlelleGlyAlaLeuLeuGlyAlaAispGluPheGlyPheAlaThrAiaProLeutleAlanalaGly

TGCATCATGATGCGCAAGTGCCATCTGAACACCTGTCCGETCGGTGTGGCGACACAGGATCCGETGU TG
CysIleMetMetArgLysCysHisLeuAsnThrCysProValGlyValAiaThrGlnAspProValLeuA

GCAAGéGCTTCAAGGGCACGCCGGAGCACGTCATCAACTACTTCTTCTTCGTTGCCAACGAAGTGCGCGA
rgLysArgPheLysGlyThrProGluHisVallleAsnTyrPhePhePheValalaAsnGluValargGl

AATCCTCGCCTCGCTCOGC T TTACCCGGCTTGACCAGACTCATCGGCGCETCATCGGCCCTTCCGAAS TS
ulleLeuAlaSerLeuGlyPheThrArglLeuAspGluThrHisArgArgLeulleGlyAlaSerGlulLeu

CTGGAGAAGGACGAGATGC TGECGCATTGGAAGGCCAAGGGCCTCGACTTCAGCCGCATCTTCCACAAGS
LeuGluLysAspGluMetLeuAlaHisTrplysAlalysGlyLeuAspPheSerargllePheHisiysY

TCGATGCCGCCAAGGAGGAAMCCTTCTGGACGAGCCGGCAGCAGCACCCGATCGATGACATTCTCGACLCG
aldsphAlaAdlalysGluGluThrPheTrpThrierArgGlnGlnHisProYleaspaspIllebleuldspnar

CGTGCTGATCGAGCAGGCGCAGCCGGCGCTGACGGACAAGACGCCCGTCGCCTTCGAGGTTGACATCAAG
gvValLleuIleGluGlnAlaGlnProdlaLeuThrAspLlysThrProvalalaPheGluValispilelys
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AACGTCGACCGCTCGGCCGGCGCGATGC TGTCCGGLGAGGTCGCCAAGCGTTACCGGCATCGCGGGLTGA
AsnValAspArgSerAlaGlyAlaMetLeuSerGlyGluvalAlaLysArgTyrArgHisArgGlyLeul

AGGAAGATACGATCAACGTGACGCTTCGUGGCACGGCAGGCCAGAGCTTCGGTGCCTTCCTGECGCGLGG
ysGluAspThrileAsnValThrLeuArgGlyThrAlaGlyGlnSerPheGlyAlaPheLeuAlaArgGl

GGTCACCTTCAACCTGATCGGCGACGGCAACGACTATGTCGGCAAGGGACTC TCGGGCGGCARGATCATC
yValThrPheAsnLeuIleGlyAspGlyAsnAspTyrValGlyLysGlyLeuSerGlyGlyLysIlelle

ATCCGGCCGCCGGAAMACTCGCAGATCGTCGCCGAAGACTCGATCATCGTCGGCAATACCGTGCTTTACG
IleArgProProGluAsnSerGlnIlevalAlaGluhAspSerIlelleValGlyAsnThrValLeuTyrG

GAGCGACCGAGGGCGAGTGCTATTTCCGCGGCGTGGCGGGCGARCGTTTCGCCGTCCGCAACTCGGGTGT
1yAlaThrGluGlyGluCysTyrPheArgGlyValAlaGlyGluArgPheAlaValArgAsnSerGlyAl

GATCGCCATCGTCGAGGGCGTGGGCGACCATGGC TGCGAATATATGACCGGCGGTGTCGTCGTCGTACTC
aIlleilaIlevalGluGlyvValGlyAspHisGlyCysGluTyrMetThrGlyGlyvalvValValValleu

GGCGCCACCGGCCGTAACTTCGCGGUGGGLATGTCEGGCGGLGTTGCCTATGTGC PCGATGAARGCCGGCG
GlyAlaThrGiyArgAsnPheAlaAlaGlyMetSerGlyGlyvalAlaTyrValLeuAspGluAlaGlyA

ATTTTGCCAGCCGCTGTAACATGGCGATGGTCGAACTGGAGCCGGTGCCGGAAGAAGACGACATGCTGGA
spPheAlaSerArgCysasnMetAlaMetValGluLeuGluProvalProGluGluAspAspMetLeuGl

GAAGCTGCATCATCACGGCGGCGATC TCATGCACAAGGGACGGGTCGACGTCTCGGGTGACATGACCCGC
uLysLeuHisHisHisGlyGlyAspLeuMetHisLysGlyArgValAspValSerGlyAspMetThrAarg

CATGACGAGGAGCGTCTCTACCAGCTGATCTCCARCCATCTGCACTATACGGGCTCCACCCGCGCCAAGC
HisAspGluGluArgLeuTyrGlnLeulleSerAsnHisLeuHisTyrThrGlySerThrArgAlalLysG

AGATCCTCGATCACTGGGCCGACTACCGTCCGAAGTTCCGCAAGGTCATGCCGGTCGAATACCéCCGTGC
lnIleLeuAspHisTrpAlaAspTyraArgProLysPheArgLysValMetProValGluTyrArgArgal

GCTCGAGGAAATGGAGCGCAGCCGGATGGGCATTGCCGCGGATGCGCCGGGACATCGGCCGCCA
aLeuGiuGluMetGluArgSerArgMetGlyIlealaalaGluEndPheAlaProGlyHisArgProPro

GTGAACGCAGATGGCCGATGTCGGAMACGTCTCGATGAGCCCGTGACGATCACGCCGGCGGCAAGAAGLC
ValAsnAlabhspGlyArgCysArgLysArgleuAspGluProvValThrIleThrProhlaAlaArgSerA

GTCCAGATCGCCCGGAAGTTCCAGGGGATATGTTCCATGACGGTCAAGAGAAGCAACCCGCCCGGAATAC
rgArgAspArgProGluvalProGlyAspMetPheHisAspGlyGlnGlubysGlnProAlaArgAsnTh

CGGGACTGACGACAGACAA’[‘TGGCCGCGGATTAGGCGGTCATGAGGGTAAGGGACGAAGAC@;GTAAG
rGlyThrAspAspArgGlnLeuAlaAlaAspEndAlavalMetArgValArgAspGluGluMetGlyLys

GTAACAGGGTTTC TGGAAATCGACCGGCAGGTGGCCARGTATCAGCCGGCGTCGGATCGTATCCGCCATT
ValThrGlyPheLeuGlulleAspArgGlnvValalaLysTyrGlnProAlaSerAspArglleArgHisP

PCCGCATGTCGGATCCGGAAGTGC AGAAACAGGCTGCGLGC TGCATGGACTGTGGCATCCCCTATTGCCA
heArgMetSerAspProGluValGlnLysGlnAlaAlaArgCysMetAspCysGlyIleProTyrCysHi

COGCCCCACCGGCTGCCCGGTGCACAACCAGATTCCCGAC TGGAACGACCTCGTCTATAACAACAACTGG
sGlyProThrGlyCysProvalHisAsnGlnIleProAspTrpAsnAspLeuvalTyrAsnAsnAsnTrp
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GAAGCGGCGATCCAGAACCTGCATTCGACCAACAAC TTCCCGGAGTTCACCGGCCGCETCTGCCCCGCCC
GluAlaAlalleGlnAsnLeuHisSerThrAsnAsnPheProGluPheThrGlyArgvalCysProAlaP

COTGCGAGOAAGCCTGCACT TTGAATCTCGRAGATGCGCCGGTTTGCCATCCAATACGGTCGAGCAGGCG
roCysGluGluAlaCysThrLeuAsnLeuGluAspAlaProValesHisProI1eArgSerSerArgAr

AATTCCCGAACAAGGCCTATGACTTCGGCTTCATCCCGGCCGCAGCCGGCCACGGTCCATTACCGGCAAA
gI1eAlaGluGlnGlyLeuEndLeuArgLeuHisProGlyArgSerArgProArgSerIleThrGlyLys

GETCCCCGTTCTTGETTCGGETTCCCCCCGGAATGGGGGCCGCCAAAATTTGGCCGCCCGGCLCAAGGTTC
GlyProArgSerTrpPheGlyPheProProGluTrpGlyProProLysPheGlyArgProAlaLysValA

CTTTTTATAAAATTTAAAACGACCGGGGGGGTTTTCCCCTAGGGTTTCCCARATTTTTARAAAARAAAAT
laPheTyrLysIleEndAsnAspArgGlyGlyPheProLeuGlyPheProlysPheLeulysLysLysMe

GTTCTGTTTCCCCTTTTTAAAAAAAAGGGGGGGGGTTTCCCTCCATGGGETGATTTTTATTTTAAARCCA
tPheCysPheProPheLeulysLysArgGlyGlyValSerLeuHisGlyValllePheIleLeulysPro

GGGGGCATTTTTTATAAAGGGARACAACCGGGEGEGTIGCTGCGGTAAGGAATTCCGATTTAAGATGGAGA
GlyGlyIlePheTerysGlyLysG1nProGlyGlyTrpTrpGlyLyscluPheArgPheLysMetGluL

AGAATTTTGTGATCCCGCTTGGAGAAGATGARAGGGCCAGGGGTTTACTT TCCATTGGEGAGTTCAATTT
ysAsnPheValIleProLeuGlyGluAspGluArgAlaArgGlyLeuPheSerI1eGlyG1uPheAsnPh

CGGTCTTGAAGTCAAGGTTGAGCAGCTGCTTGCCGATCATCACGCCGTCTTTTACTGCGGCGGTTCCGAG
eGlyLeuGluValLysValGluGlnLeuLeuAlahspHisAspAlaVal PheTyrCysGlyGlySerGlu

ACGCCGCGTGAGGCCGGCATTCCGGGTATTGACCTTGCCGGCGTCCATGATGCCATGCCCTATCTGGTCC
Th:ProArgGluAlaGlyIleProGlyI1eAspLeuAlaGlyValHisAspAlaMetProTereuValG

AGCAGAACCGCCGCGTCGEGECGCCAGAACATTGACAGCGTCGGCTGGCCGTCGGATCCAATTCTTGCTGG
lnGlnAsnArgArgVa1GlyArgGluAsnIleAspSerValGlyTerroSerAspProIleLqulaGl

CGCCAAACATGTCOTCGT TG ICGECGGCGECGATACGGCCTCGGACTG IGTCGGCACGGCGTTCCGCCAS
yAlaLysHisVa1ValValValGlyGlyGlyAspThrAlaSerAsprsValGlyThrAlaPheArgGln

GGTGCCGTCAAAGTCACCCAGCTCGACATCCGGCCGCAGCCGCCCGAGARGGAAGACAAGCTCGCCGTCT
GlyAlaValLysValThrGlnLeuAspIleArgProGlnProProGluLysGluAspLysLeuAlaValT

GGCCCTTCTGGGCGACGAAGATGCGCACGTCCTCCTCGCAGGCCGAGGGETGCCGTCCGCGAGTTCCAGGET
rpProPheTrpAlaThrLysMetArgThrSerSerSerGlnAlaGluGlyAlavalArgGluPheGlnva

GGCGACGCTCGRAT PCATCGGCGAAGACGGCGTGCTGACCGGCGTCAAGTGC TGCGAGGTCGACCGAGCGT
1AlaThrLeuGluPheIleGlyGlulspGlyValleuThrGlyValLysCysCysGluValaspGluarg

CGGCGECCOETCGCCGECACGGAATTCGTCATTCGCGCCGATCTCGCCTTCATCGCCATCGETTTCCGEG
ArgArgProvValAlaGlyThrGluPneVallleArgAlaAspLeualaPheTledlalleGlyPreargG

GC CCGT’I‘CACAACAAGCGTGCTGAAGGAATCGAAGGCAAGGCTCAACACCGACAAGCGCGGCTCG
lybProPheThrThrServalleulysGluSerLysAlaser fidargSerThrProThrSeralailair

ACCAATCTCGTCGCCAACGACCGCGAC TACAAGACCTCGGTCGACAAGC TCTGGACGGCGGGCCATGTGC
gProMecSerSerProThrThrAlaThrThrArgProArgSerThrSerSerGlyArgArgAlaHetCys
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GCCGCGGCAGTCACTGGTGGTC TGGGCGATCCGAGAAGCCGACGGGCGGCGCGCGCCATTGACGAAGCGT 6690
AlahladlaValThrGlyGlyLeuGlyAspProArgSerArgArgdladlaArghlalleaspGlualal,

TGATGGGCTCGAACNGTCCTGCCGAACTGATCGCGCCTCATATCGGCCGAAGARAGATGCARACTCCGCC 6760
euMetGlySerAsnXxxProAlaGluLeuIleAlaProHisIleGlyArgArgLysMetGlnThrProPr

TTTCCGGCGG 6780
oPheArghrg

La secuencia deducida de aminoidcidos de GItB de R. etli se alineo con
sus homédlogos de E. coli y A. brasilense utilizando el programa GCG (Fig. 14).
Estos alineamientos revelan una similitud del 60% y una identidad del 38%
con E. coli y una similitud del 59% y una identidad del 39% con A
brasilense. Ademas se pudieron identificar motivos altamente conservados:
entre la region amino terminal y el residuo 300 un motivo presente en la
glutamina amidotransferasa del tipo purF (Pelanda et al, 1993). Entre los
residuos 1096 y 1165 un motivo de unién a flavin mononucleétido (FMN} vy
entre los residuos de 1165 y 1182 aproximadamente identificamos
encontramos un grupo de -cisteinas potencialmente involucrado en la
formacion del centro 3Fe-4S5 (Pelanda et al., 1993).

Figura 14. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de
las subclonas plA-D, plA-11, pla-10 y plA-8 contra la proteina GHIB de
E. coli y de A brasilense. Las flechas indican la posicién de los motivos
conservados: en los primeros aminodcidos los motives idénticos en
amidotransferasas dependientes de L-glutamina y del aminoéacido 1096 al
1165 los residuos de cisteinas (Pelanda, et al. 1993). La interrupcion
mds grande que se presenta en gitB de R. etli es una zona de la cual ain
no se obtiene secuencia.
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Como podemos observar el la Fig. 13, 208 nucledtidos abajo de la
secuencia terminal del gene gltB encontramos el posible inicio del gene
gith. En la Fig. 15 se muestra el alineamiente de la secuencia de
amingicidos deducida a partir de este gene con sus homologos de E. coli v
A. brasilense, con los cuales revela una similitud del 50% y una identidad del
30%. Asi mismo presenta dos motivos altamente conservados como son
entre los aminoacidos 47 y 115 dos grupos de cisteinas potencialmente
involucrados en la formacion de centros 4Fe-45 y entre los residuos 300 v
330 una region propuesta como el sitio de pegado del NADPH (Pelanda et

al., 1993).
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Figura 15. Alineamientos de la secuencia de aminoacidos deducida a
partir de las subclonas plA-8 y piA-E contra la subunidad chica gitD
de E. coliy A. brasilense. La linea horizontal marca el motive de pagado
del NADPH y las flechas indican la posicién de los residuos de

cisteinas.

gltDh E. coli
gleD A, bras
gleD R. etli

Consenso

gleD E. coli
gltD A. bras
gltD R. etll

Consenso

gleD E. coli
gltD A. bras
gleD R, etll

Consenso

gleD E. coli
gltD A. bras
gltD R, etli

Consenso

gltD E. coli
gletD A. bras
gltD R. etli

Consenso

gleD E. coli
gltD A. bras
gltD R. etl}

Consenso

gltD E. coli
gitD A. bras
gitDh R. etli

Consenso

1

.megnvygFi
mangrmlgFv
eemgkvtgFl
________ F_

51
CGnPYCewk .
CGvPFCgvh.
CGiPYChgpt
CG-PYC-——-
POt

101
CPqgdrlCEgs
CPgdrlCEgn
CPap. .CEea
CP----CE~--
’ +

151

kkvaiigaGp
lsvgvigaGp
gkgprswiGE

dlgrvdppkk
htagrmpdkr
eidrgvakyq

.CPVhNYIPn
.CPVsNnIPd

gCPVhNGIPd
-CPV-N-IP-~
4

Ctlnd.efga
Cviegsthga
Ctlnledapv

aglacadvLt
aglaaaeelr
ppewgppkFg

PlkiRkiefv
PaaeRrgdfa

Pew-R--——-

WlkLanegri
WikLtsegrl
WndLvynnnw
W--L---—--

vtignieryI
viigsvekyl
chpirssrrl

rngvkavvid
akgyevhvyd
rpa.kvafYk

eiyepfSEgyg
eiyarfSDer
. ..irmSDpe
______ SD--

feAaelshgT
eeAyevsqgaT
eaAignlhsT
--A------ T

nDkaFemgwr
nDtaWdggwy
aEggLslrlh
_D ________

rhpeiGGlLt
rydrmGGlLv
iyndrGG.Fp

———————— G- —==——==-L= ———mmmmo¥- —m GG L

201

. .FKLEKevm
. .FKLEKswv
frFKMEKNnfx

251

Gtygsmrggl
Gvykardika
Gsetpreagi
G _________

301

gKrvVVIGGEE
gKhVVV1GGG
aKhvVvvGGG
-K-VVV-GGG

trrreiftgm
errvkllada
iplgederar

enedadgVya
pgsglgnlva
pgidlagvVhd
—————— V__

DFAmDCVIrTs
DTAMDCVYrTa
DTASDCVgTa
PTA-DCV-T-

Giefklntev
Gviyhpnfev
Glxsigefnf

AlpFLiantk
ALdYLttsnk
AMpYLvqanr
AL-YL-----

vRQGAkhVtc
1ROGALSVEkE
fROGAVKVE .

GrDvglddrnl
GrDaslpeLr
GlEvkveqLl
G=D~v-~-L-

gqlmg. fgE. .
vslgdovE. .
rvgreniDsv
—_————— e aa E,,

ayrrdeenmp
lyrrdrkrmp

50
akaQAdRCls
aneQAnRCsqg
vgkQAaRCmd
---QA-RC--

4

100
NcLPEVCGRV
NnFPEicGRI
NnFPEftGRV
N-FPE--GRV

150
pdrsgvkgtyg
kprtpsrelyg
pgrsrprsit

250
sdydavilgvy
rkhvaVlvat
adhdAvxycg

-\

300
cRdepfvsme
a¥Yengslnaa
giipsdpilag

350
gsrrevknar
gsgravahae

“ROGA--Voo —-om-mmmom oo
L]

n
‘ol



351 400
gltD E. coli eagvefkFnv gPlgievngn gkVsgvkmvr temgepdAkG rrraeivags

gleD A. bras eegvefiWga aPegf..tgd twVtgvravr ihlgvadAuG rqtpgviegs
gltD R. etli  ...... qLdi rPgppekedk lavwpfwatk mrtsssqgheG ....... avr
Consenso  ----—----- = Prmmm———— - Vemmmmmm mmmmm e h-G ——---- -

401 4590

gltD E. coli EhiVpadavi mafgfrphnm ew.lakhsve ldsggriiap egsdnafqts

gltD A. bras EftVgadlvi kaigfepedl pnafdepelk vtrwgtllvd hrtk...mtn
gltD R. etli o8 e = ol - <

Consenso E--Vemmmme wrcmmm—mm— mmmm e mm = e mmmmmmm m e
451 497
gleD E. coli npkifaggdi vrgsdlvvta iaegrkaadg imnwlev... .......

gltDh A. bras mdgvfaagdi vrgaslvvwa irdgrdagrg hprlrggegr gtgergg
glEl B. @bll e e e e e
CONSENS0 —————=———== mromecomo— —mmm e — o —— o —wm— s oo

2) Caracterizacion fisioldgica de la mutante TAD12

Ha sido reportado que mutantes en GOGAT de E. coli {Pahel et al.
1978), de K. aerogenes (Brenchley et al, 1973) y de S typhimurium
{(Madonna et al, 1985), tienen afectada su capacidad para metabolizar
diferentes aminodcidos, reflejandose esto en un nulo o pobre crecimento en
medio minimo suplementado con dichos aminodcidos. Para E. coli este
fenémeno esta directamente relacionado a que una mutacién en los genes
estructurales de la GOGAT es polar para el gene gitF el cual esta involucrado
en la induccién de la respuesta Ntr (Castario et al. 1992). Tomando en
cuenta estos reportes, se evalud la capacidad de la mutante TAD12 de R. etli
para utilizar los siguientes aminodcidos como unica fuente de nitrogeno: -
glutamato, histidina, prolina. arginina, glutamina y serina (Figs. 16 y 17).
Como se puede observar en las Figs. 16b y 17 la mutante TAD12 presento un
aumento en su tiempo de duplicacién de 2.5 horas a 4 horas comparada con
la cepa silvestre. Estos resultados indican una deficiencia de la mutante para
metabolizar la mayoria de estos aminoacidos que le permitan un crecimiento
normal en MM. Sin embargo. cabe mencionar que esla mutante fue incapaz
de metabelizar la serina, lo que probablemente se debe a que este

aminoacido al ser degradado produce amonio.



Figura 16. Utilizacién de diferentes aminoacides como 1iinica fuente de
nitrogeno por las cepas a) CE3 y b) TAD12.
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2.1) Pozas intracelulares de aminoécidos

Con el fin de conocer la distribucion del nitrégeno amino en ausencia
de la nica via de asimilacién en R. etli. GS/GOGAT, se midieron las pozas de
aminoacidos intracelulares en la mutante TAD12 y en la cepa silvestre CE3
crecidas en cultivos de MM(Succ)+GIn 10mM (Fig. 17). Al no estar presente
la actividad de GOGAT la sintesis de glutamato se reduciria y de ahi los otros
aminoicidos también, reduciédose el metabolismo nitrogenado general de la
cepa. En la Tabla 3 se muestran los resultados de estas determinaciones.
Considerando primeramente las pozas intracelulares de glutamina v de
glutamato, las cuales estan directamente relacionadas con la actividad de la
GOGAT. podemos observar que a las 12 horas la concentracion de glutamina

en la mutante es 14 veces menor y la concentracion de glutamato es 53

"
=



veces menor con respecto a la CE3. En cambio a las 24 horas, las
concentraciones de glutamina y glutamato en Ia mutante son 10 y 5 veces
mayor respectivamente, con respecto a la CE3. Las concentraciones
intracelulares de otros aminoacidos en la mutante TAD12 son practicamente
iguales a las de la CE3, tanto a las 12, comoc a las 24 horas. Las
determinaciones del nitrogeno amino total muestran que la mutante TAD12
éste se encuentra reducido a niveles muy bajbs durante las primeras 12
horas de crecimiento; sin embargo. la concentracién de nitrégeno amino
total se incrementa a las 24 horas. Comeo era de esperarse el contenido de
nitrogeno amino de una cepa carente de la actividad de GOGAT se ve
disminuido a las 12 horas de crecimiento, sin embarge a las 24 horas
aumenta su capacidad de acumular nitrogeno amino, lo que nos sugiere que
ne utiliza bien los aminoacidos, en este caso la glutamina como fuente de
carbono (Encarnacién et al.,, 1997), lo cual explica su acumulacion y de ahi la
sintesis de glutamato que podria ser por otras enzimas como las

glutaminasas (Duran y Calderdn, 1995).

Figura 17. Crecimientos en MM+Gln (10 mM) como unica fuente de
nitrégeno de las cepas
o CE2 e TADI2
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Tabla 3. Concentracién intracelular de aminoacidos® y de nitrégeno amino total
en las cepas TAD12 y CE3 cultivadas en MM+GIn

Otros Nitrégeno

CEPA Glutamina  Glutamato  aminoacidos®  amine total
12 hr CE3 90.2 21.2 7.2 210.0
TAD12 6.5 0.4 5.0 i8.9
24 hr CE3 4.4 2.3 53.8 67.4
TAD12 45.0 10.7 58.9 163.5

a. nmol/mg de proteina

b. La suma de la concentracion de: aspartato, serina, treonina, glicina. alanina.
valina, fenilalanina, metionina, leucina y lisina

3) Caracterizacion simbiética de la mutante TAD12

Mutantes en GOGAT de R. meliloti conservan su capacidad de nodular
(Nod®) y fijar nitrogeno (Fix') en plantas de alfalfa (Kondorosi et al, 1977;
Lewis et al, 1990), mientras que mutantes de A. caulinodans o de B
Jjaponicum presentan un fenotipo Nod® Fix (Hilgert et al, 1987. O'Gara et
al, 1984). Con el fin de determinar el fenotipo simbidtico de una cepa
deficiente en GOGAT de R. etli, se llevaron a cabo diferentes experimentos

de inoculacién de plantas de frijol con la mutante TAD12 y la cepa silvestre
CE3.

3.1) Fenotipo simbidtico
Tomando en cuenta los antecedentes presentados en los trabajos de
Kondorosi et al {1977) y Lewis et al (1990) nosotros no esperabamos

encontrar un {enotipo simbiodtico para una cepa de R. etli deficiente en la



actividad de GOGAT. Los resultados de uno de los cuatro experimentos
representativo de plantas inoculadas con la mutante y con la cepa silvestre
se muestra en la Fig. 18. En esta figura se presentan los estudios realizados a
diferentes tiempos de postinoculacion sobre el desarrollo de nodulos, la
fijacion de nitrogeno y el crecimiento de las plantas. Los nodulos
desarrollados por la mutante emergen al mismo tiempo y en la misma
cantidad que los inducidos por la cepa silvestre. La actividad especifica de la
nitrogenasa en los nédulos desarrollados en plantas inoculadas con la
mutante se incrementa constantemente durante la simbiosis con respecto a
la que se presenta en las plantas inoculadas con la cepa silvestre. Este
incremento para los 18 dpi es de 23%, para los 25 dpi de 49% y para los 39
dpi de 45%. No obstante el incremento en la actividad de la nitrogenasa, el
crecimento de las plantas se mantuvo en las mismas proporciones para
ambas cepas (Fig. 18). Los resultados de nuestro trabajo indican que una
cepa mutante en GOGAT de R. etli favorece la fijacion de nitrogeno, lo que se
comprueba por los valores mayores de la actividad de la nitrogenasa en
comparacion con la cepa silvestre CE3.

3.2) Contenido de ureidos en el xilema.

Para conocer el contenido de metabolitos nitrogenados que se
transportan a la planta por los vasos del xilema, que son ureidos. éstos se
determinaron en plantas de frijol inoculadas con las cepas TAD12 y CE3, de
acuerdo a la técnica descrita en material y métodos. Los resultados se
muestran en la Tabla 4, a los 18 dpi podemos observar que la concentracion
de ureidos en las plantas inoculadas con la mutante muestra solo un 85% de
la concentracién encontrada en las plantas inoculadas con la cepa silvestre,
pero después de los 25 y hasta los 39 dpi hay un incremento que llega a ser
de hasta un 100%. Los resultados obtenidos son consistentes con los
encontrados en la actividad de la nitrogenasa, a mayor fijacion de nitrogeno

mayor transporte del mismo a través del xilema de la planta.



Figura 18. Nodulacion, actividad especifica de nitrogenasa y crecimiento
de plantas de frijol inoculadas con las cepas TAD12 y CE3. a) la
nodulacién esti expresada en gramos de peso seco de nodulos por
planta. b) La actividad especifica de nitrogenasa esta expresada en umol
de etileno por hora por peso seco de nédulo. ¢) El crecimiento de
planta estd expresado en gramos de peso seco por planta. Los
asteriscos indican aquellos casos en que la media de las muestras son
significativamente diferentes con un nivel de confiabilidad de P=0.05
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Tabla 4. Porcentaje* de la concentraciéon de ureidos en los vasos del xilema
de plantas de frijol inoculadas con la CE3 y con la mutante TAD12. El
numero entre paréntesis indica la desviacion estandar.

a Ureidos
dpi Cepa mMol) - (%)
18 CE3 0.1415 (£0.0120) 100

TAD12  0.1200 (+0.0141) 85

25 CE3 0.0830 (+0.0297) 100
TAD12  0.1355 (+0.0163) 157

32 CE3 0.1020 (£0.0255) 100
TAD12  0.1050 (+0.0350) 103

39 CE3 0.1005 (£0.0148) 100
TAD12  0.1120 (£0.0198) 111

* promedio de tres experimentos independientes.
2 Dias-postinoculacién

3.3) Contenido de nitrégeno en plantas y semillas

Los resultados del contenido de nitrégeno total en plantas inoculadas
con la mutante TAD12 se muestra en la tabla 5. Podemos observar que la
concentracion del nitrégeno total en plantas inoculadas con la mutante
muestra un incremento desde los primeros 18 dpi (45%) hasta los 39 dpi
(46%) con respecto a la concentracion del nitrogeno encontrado en plantas
inoculadas con la cepa CE3. Al normalizar los valores con el peso seco de la
planta y expresarlos en miligramos de nitrogeno total por miligramo de peso
seco de la planta, el incremento fué de 18% en todos los tiempos

comparado con la cepa silvestre.
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Al mismo tiempo se determiné el contenido de mg de nitrogeno en
semillas por planta obtenidas de la cosecha de plantas inoculadas con cada
una de las cepas y se encontrd que las semillas de las plantas inoculadas con
la cepa TAD12 presentaron un incremento del 17% con respecto al de las
semillas de las plantas inoculadas con la cepa silvestre CE3 (Tabla 6). El
incremento en la concentracion de nitrégeno tanto en plantas como en
semillas son consistentes con los resultados obtenidos en la actividad de
nitrogenasa y en el contenido de ureidos en el xilema de las plantas

inoculadas con la cepa TAD12 en comparacién con la cepa silvestre CE3.

Tabla 5. Nitrogeno* en plantas de frijol inoculadas con la cepa CE3 v con
la mutante TAD12. Los nameros entre paréntesis indican la desviacion

estandar.
, mg de nitrégeno/ mg de nitrégeno/mg
dpi@ Cepa planta de peso seco de planta
(%) {%)
i8 CE3 8.53 (x1.61) 100 0.0364 (+0.0019) 100
TAD12 12.14 (0.96) 145 0.0431 (+0.0020) 118
25 CE3 17.72 (£3.24) 100 0.0358 {+0.0020) 100
TAD12 21.92 (12.81) 124 0.0420 {0.0033} 117
39 CE3 30.90 {+2.87) 100 0.0388 (£0.0016) 100
TAD12 36.06 (x3.71) 117 0.0478 (x0.0027) 123
39 CE3 33.99 (+3.07) 100 0.0379 (x0.0014) 100
TAD12 49.59 (+3.30) 146 0.0444 (£0.0023) 117

* Promedio del porcentaje de tres experimentos independientes.
? Dias-postinoculacién.
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Tabla 6. Nitrogeno* en semillas de frijol en plantas inoculadas con la cepa
CE3 6 con la TAD12

Cepa mg de nitrogeno/mg mg de nitrégeno en
P de semilla semilla/ planta
(%) (%0}
CE3 0.0375 (x0.0015) 100 21.13(£1.96) 100
TAD12 0.0437 (£0.0030} 117 24.16 #2.91) 114

* Promedio del porcentaje de tres experimentos independientes.

3.4) Microscopia optica y electrénica de nédulos.

En la Fig. 19 se muestran cortes longitudinales observados en el
microscopio de luz de nédulos formados por las cepas CE3 y TAD12. donde
se puede observar que no existen diferencias' estructurales obvias entre
ambos. Las microfotografias (Fig. 20) indican que tanto los simbiosomas, los
bacteroides y la presencia de granutos de PHB son muy similares entre la
mutante y la cepa CE3, lo cual nos indica que la mutacion en GOGAT no

genera ningun tipo de alteracién estructural en los nédulos y bactercides.



Figura 19. Corte transversal de noédulos formados en plantas de frijol
infectadas con la cepa CE3 o con la mutante TAD12 observadas a través

del microscopio éptico. a) Nédulo formado por la cepa CE3 y b} nédulo
formado por la mutante TAD12.




Figura 20. Micrografia electronica de tejido infectade en noédulos
formados en plantas de frijol infectadas con las cepas CE3 y TAD12. a}
Electromicrofotografia del tejido infectado en un néduloe formado por
la cepa silvestre CE3; b) Electromicrofotografia del tejido infectado en
un nddulo formado por Ia mutante TAD12.

3.5) Concentracién de aminoacidos en bacteroides

Para conocer el metabolismo nitrogenado en el bacleroide, tanto en la
mutante TAD12 como en la cepa silvestre, se midieron las pozas de
aminodacidos presentes. Los resultados de uno de cuatro los experimentos se
muestran en la Tabla 7, doende se puede apreciar que a los 18 dpi se
encuentran presentes los aminoacidos glutamina y glutamato en los
bacteroides de la TAD12 aunque en menor concentracién en comparacion
con la cepa silvestre {43 y 89%, respectivamente}; la concentracién de otros
aminoacidos para la cepa TAD12 esta reducida a un 32% con respeclo a la

CE3. Sin embargo, a los 25 dpi las concentraciones tanto de la glutamina.
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como del glutamato y de los otros aminoacidos se incrementan
notablemente en la cepa TAD12. Para los 39 dpi las concentraciones de
glutamato y de otros aminoacidos vuelven a bajar representando solo el 73%
de las concentraciones encontradas en la cepa CE3 y la concentracion de la
glutamina se encuentra en las mismas proporciones en ambas cepas. El
contenido de nitrégeno amino total de tres de los cuatro experimentos
realizados se muestra en la Fig. 21, en donde se observa la diferencia de Ia
concentracion de nitrégeno amino total entre cada cepa, con la tendencia a
.ser mas baja para la mutante que para la cepa silvestre. Solo en un
experimento las concentraciones permanecen similares para ambas cepas
(datos no presentados).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos de las concentraciones de
nitrogeno amino total en bacteroides podemos observar que en la cepa
TAD12 existe una tendencia a ser menor que la cepa silvestre CE3, lo cual
nos sugiere que la GOGAT participa en la asimilacién de amonio en los

bacteroides.

Tabla 7. Concentracion de aminoacidos” en bactercides aislados de
nddules de plantas inoculadas con las cepas CE3 y TAD12

dpi CEPA glutamina glutamato Otros
aminoacidos®
18 CE3 16.0 356.1 780.2
TAD12 6.9 316.3 246.1
25 CE3 1.7 116.4 48.3
TADI12 2.7 156.7 104.0
39 CE3 19.0 99.2 138.2
TAD12 18.9 71.9 101.4

a nmol/mg de proteina

b. la suma de la concentracion de otros aminoacidos tales como aspartato.
serina. treonina, glicina, alanina. arginina. fenilalanina. valina. metionina.
isoleucina. leucina y lisina



nmol/mg de proteina

Figura 21. Concentracién de nitrogeno amino total en bacteroides aislados
de nédulos formados en plantas inoculadas con la mutante TAD12 y
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3.6) Datos preliminares de viabilidad, contenido de bacterias en nédulos y
concentracién de proteinas en bacteroides de la mutante TAD12.

Dado los resultados obtenidos de contenido de nitrégeno amino en
bacteroides, como un primer ensayo se hicieron conteos de viabilidad y de
concentracién de proteina para bacteroides formados a partir de la cepa CE3
y de la mutante TAD12 a diferentes tiempos durante la simbiosis, para
determinar si el nitrégeno presente en los bacteroides de la mutante TAD12
podria provenir de la degradacion de proteinas. Para determinar la viabilidad
de los bacteroides de la mutante TAD12, los bacteroides de ndédulos
formados en plantas de frijol inoculadas con las cepas TAD12 y CE3 fueron
aislados, contados en camara de Neubauer, piaqucados en cajas de PY con los
respectivos antibiéticos y se les determiné la concentracién de proteina por
el método de Lowry. Los resultados del porcentaje de viabilidad de ambas
cepas en general muestran una viabilidad de alrededor del 10%. EI
contenido de proteina presente a los 18 dpi en los bactercides de los
nédulos formados a partir de la cepa TAD12 es el 37% del contenido de los
bacteroides formados a partir de la cepa CE3. Después de 25 dpi la cantlidad
de proteina de la cepa TAD12 aumenta, representando un 49% de la
presente en la cepa CE3 y a los 39 dpi la cantidad de proteina en la cepa
TAD12 llega a ser igual que en la cepa silvestre CE3 (Tabla B) y estas

variaciones son proporcionales a las células formadoras de colonias.

Al analizar la concentracién especifica del nitrégeno amino presente
en los bacteroides de 1a mutante TAD12 se observa una reduccién de 2 veces
con respecto a la cepa silvestre CE3 en los primeros 18 dpi, sin embargo la
cantidad total se ve disminuida 6 veces debido a que la cantidad de proteina
total presente en los bactercides de la mutante es tres veces menor que la
de la cepa CE3 (Tabla 9). A los 25 dpi. la concentracién de nitrégeno amino
total vy especifica disminuyen en ambas cepas como resultado de que
disminuye el nitrégeno amino total y aumenta la proteina 2 y 3 veces en la
cepa silvestre y ia mutante TAD12. respectivamente (Fig 22. Exp 3): aunque

en la mutante TAD12 se observa un aumento de 2 veces comparado con la
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cepa CE3, la concentracién especifica se mantiene igual debido a que la
concentracion de proteina para la mutante se ve disminuida 2 veces con
respecto a la CE3 {Tabla 9). A los 39 dpi las concentraciones de nitréogeno
amino total en ambas cepas se mantienen similares y la concentracion
especifica es la misma ya que la cantidad de proteina y el nitrégeno amino
total presentes en los bacteroides de ambas cepas es igual, sin embargo en la
cepa silvestre la cantidad de proteina dismlnuyeiy aumenta en la mutante
TADI12 (Tabla 8 y 9). Por otro lado, las bacterias viables presentes en el
nédulo son a los 18 dpi 3 veces menos en la mutante TAD12 que en la cepa
silvestre CE3, sin embargo a los 25 dpi es de solo 2 veces para la mutante
TADI12 e iguales en ambas cepas a los 39 dpi (Tabla 8).

Tabla 8. Viabilidad, contenido de proteina presente en bacteroides aislados
de nodulos formados en plantas inoculadas con las cepas CE3 o TAD12

Células Concentracion
dpi C fom?adoras de proteina en
P! cpa de coloni bacteroides
colonias (mg/5 plantas)
%
18 CE3 1.17X 108 3.70 100
TAD12 3.9 X107 1.37 37
CE3 .98 100
95 4.47 X 108 7.9
TAD12 238 X 108 3.89 49
CE3 4.86 " 100
39 1.14 X 1010
TADI12 1.27 X 1010 5.16 106

68



Tabia 9. Nitrégeno amino total y proteina presentes en bacteroides aislados
de nodulos formados en plantas inoculadas con las cepas CE3 o TAD 12

o Concentracion Concentracion de
dpi Cepa NlFrogeno de proteina de Nitrc’)geno amino total
amino total bacteroides {pmol/mg de proteina)
%

18 CE3 1.23 100 1.23
TAD12 0.64 37 0.21
25 CE3 0.17 100 0.17
TAD12 0.29 49 0.15
39 CE3 0.30 100 0.30
TAD12 0.23 106 0.23

Los resultados preliminares de estos estudios nos sugieren que la
disminucién en el nitrogeno amino presente en bacteroides de la mutante
TADI12 a los 18 dpi es debido a que se presenta una disminucién en el
nimero de bacteroides presentes en los nédulos, 1o cual nos sugiere que la
actividad de la GOGAT al principio de la simbiosis es importante para la
duplicacién de la bacteria antes de invadir los nédulos, pero después la
actividad de esta enzima dentro del bacteroide ya no es necesaria ya gue
conforme pasan los dpi el nitrégeno amino y la cantidad de bacteroides de la

mutante llega a ser igual que la cepa silvestre.
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DISCUSION

A la fecha sélo han sido reportados un par de trabajos donde sc
menciona la clonacion de los genes que codifican para la glutamato sintasa
en Rhizobeaceas. Uno de ellos es presentado por Hilgert et al (1987) en
donde la complementacion de una mutante en glitBD en A. caulinodans,
permitio clonar el locus glt, sin embargo, su caracterizacion quedd
incompleta debido que no se secuencio esta region. El segundo trabajo fue
reportado por Lewis et al (1990) donde se selecciond un cosmide de R.
meliloti capaz de complementar la mutante de E. coli PA340. De la misma
forma que para los genes de A. caulinodans, Lewis sélo reporta el mapa de
restriccion indicando la posible localizacién del operén de la GOGAT dentro
del céosmido. De acuerdo a lo anterior vale la pena enfatizar que el trabajo
realizado y presentado en esta tesis reporta la GOGAT de Rhizobium etli
clonada y caracterizada desde su organizacién genética y su secuencia. hasta
el estudio de su participacion en el metabolismo nitrogenado en vida libre y

durante la simbiosis con plantas leguminosas.

En este trabajo se clonaron los genes gltBD que codifican para la
glutamato sintasa (GOGAT) en R. etli Se caracterizaron dos cepas diferentes
derivadas de la CE3 con inserciones del Tn5 (TAD11 y TAD12) como
mutantes auxdirofas de glutamato que no crecen en MM con amonio como
unica fuente de nitrégeno. Este fenotipo concuerda con lo descrito para
mutantes Asm’ de K. pneumoniae (Nagatani et al, 1971}, para mutantes en
GOGAT de E. colf (Pahel et al, 1978} y es similar al reportado para otras
mutantes en GOGAT de Rhizobeaceas tales como R. meliloti (Kondorosi et
al, 1977), B. japeonicum (O'Gara et al., 1984) ¥ A. caulinodans {Donald y
Ludwig, 1984). Estas ultimas carecen de una GDH funcional y dependen
completamente de la via GS-GOGAT para asimilar amonio tanto en vida libre
como en simbiosis (Bravo y Mora., 1988: Kondorosi et al. 1977; Ludwig
1978; O'Gara et al, 1984; Osbume y Signer, 1980). Las mutantes de R. etli,
TADI1 y TADI12, fueron complementadas con el plasmido pHBIO
(fragmento de 12 Kb de DNA que contiene el locus glt de A. caulinodans)
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(Hilgert et al, 1987). De acuerde con las secuencias nucleotidicas de los
fragmentos donde se inserté el Tnb en cada mutante, se determiné que solo
en la mutante TAD12 la insercién se encuentra en la regién carboxilo
terminal del gene gitB. Para la mutante TADI11 la insercion del Tn5 no se
encontré en los genes estructurales, pero seria interesante determinar la
causa por lo qué produce auxotrofia por glutamato.

-Una vez caracterizada la mutante TAD12 como una cepa carente de la
actividad en la GOGAT (Tabla 2), se llevaron a cabo los experimentos de
complementacion con el banco gendmico de R. etli {Fig. 11) para clonar los
genes ghtBD (Fig. 16). ‘

El fragmento minimo funcional que codifica para la GOGAT de R. etli
fué subclonado en un fragmento Bglll de 12.2 Kb (plasmido pAC22) dentro
del cual, los genes gltB y gltD se encuentran ubicados en una region de
aproximadamente 7 Kb (Fig. 14). En el operén git de E. coli se transcribe
primero el gen gitB (de 4544 nucledtidos) que codifica para la subunidad
grande, después gltD (de 1415 nucledtidos} que codifica para la subunidad
pequeina y la distancia que hay entre el codén de terminacién de glitB y el
primer ATG de gltD es de 12 nucledtidos (Oliver et al, 1987). Ia
organizacion del locus glt en A. brasilense difiere al de E. coli: primero se
transcribe gitD {de 1445 nucledtidos), después gltB (de 4547 nucleétidos) y
la separacidén entre ambos es de 141 nucledtidos (Pelanda et al, 1993). La
organizacién del locus glt en R. etli es similar a la de E. coli: primero
encontramos a la subunidad grande (gitB de aproximadamente 4600
nucledtidos), seguido de la subunidad pequeha (glitD de aproximadamente
1400 nucleotidos), sin embargo, es interesante resaltar que la distancia
entre los dos genes es de aproximadamente 208 nucleétidos, lo cual
permitiria que el gene gltD tuviera su propio promotor. La caracterizacion de
la region hacia arriba del gene gltB ha sido analizada sdlo parcialmente.
encontrandose posibles regiones promotoras dependientes de sigma 70,
pero éstas quedan en la posicién -286 arriba del primer ATG. por lo que se
tiene que caracterizar mejor esta region para identificar el promotor y si es

que se encuentran secuencias consenso de pegado-de proteinas reguladoras.
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En el operén gltBDF de E. coli el promotor se encuentra localizado del
nucledtido 132 al 155 arribé del primer ATG, inmediatamente antes del
inicio de transcripcion (Qliver et al., 1987).

Las secuencias de amincdacidos deducidas para los genes gltBD de R.
etli fueron comparadas con las ya reportadas para los genes gltBD de E. coli
(Oliver et al., 1987) y de A. brasilense (Pelanda et al, 1993). La subunidad
grande en R. etli presenta una similitud del 64% y una identidad del 44.8%
con E. coli v una similitud del 63% y una identidad del 43.9% con A
brasilense. Se encontraron secuencias altamente conservadas que, en base a
lo reportado por Pelanda et al (1993), corresponden a los dominios para la
glutamino amidotransferasa del tipo purF., un grupo de cisteinas involucradas
en la formacion del centro 3Fe-4S y el dominio de unién de FMN. En cuanto
a la subunidad chica de R. etli, ésta presenté una similitud del 50.3% y una
identidad del 30.3% con E. coli y una similitud del 49.8% y una identidad
del 29.6% con A. brasilense, encontrandose también secuencias altamente
conservadas que corresponden a dos grupos de cisteinas para lo formacién
de los centros 4Fe-4S y un sitio de union del NADPH.

De esta manera, la GOGAT de R. etli estd compuesta de dos
subunidades: la subunidad grande con un peso molecular de
aproximadamente 172 kDa deducida a partir de su secuencia de nucleétidos
y la subunidad chica de aproximadamente 50.5 kDa. Los genes que codifican
para ambas subunidades se encuentran contiguos en el cromosoma
probablemente formando un operéon. Cabe mencionar que el tamano de
ambas subunidades corresponde al reportado para GOGAT's de otras
bacterias. los cuales van desde 153 kbDa hasta 175 kDa para la subunidad
grande y de 50 kDa para la subunidad pequefa (Madonna et al. 1985; Miller
y Stadtman 1972; Trotta et al., 1974).

Ha sido reportado gque cepas deficientes en la actividad de la GOGAT
presentan un fenotipo Asm’, es decir presentan auxotrofia por glutamato v
ademas crecen pobremente en una variedad de aminodcidos como fuentes
alternativas de nitrogeno {Nagatani et al, 1971; Tyler, 1980: Kondorosi et
al., 1977: O'Gara et al., 1984; Hilgert ét al, 1987). Cabe mencicnar que esta



deficlencia para  utilizar algunos aminoacidos ha sido directamente
correlacionada con las mutantes en GOGAT. En el caso de E. coli. esle
fenémeno ha sido relacionado a la induccién de la respuesta Nir, en donde
se requiere necesariamente la induccién por los genes ntr (Reitzer, 1996])
para que se lleve a cabo la utilizacién de algunos aminocacidos como prolina y
arginina {Tyler, 1980). Sin embargo, en Rhizobium meliloti se ha reportado
que este fenomeno no esti directamente relacionado con la induccion de la
respuesta ntr ya que la utilizacion de fuentes de nitrégeno como prolina.
histidina, arginina o aspartato no dependen del producto de los genes nirA
y/o ntrC {(Ronson et al,, 1987; Szeto et al.,, 1987). Se sugiere la existencia de
un sistema regulatorio adicional dependiente del genotipe glf y que ejerce
control sobre el metabolismo nitrogenado (Lewis et al., 1990).

En la mutante en GOGAT aqui reportada (TAD12), la utilizacion de
diferentes aminoacidos como fuentes de nitrégeno se determiné por el
crecimiento en MM liquido suplementado con cada uno de los aminoacidos
mencionados, mientras que en los trabajos anteriormente citados
(Kondorosi et al., 1977; O'Gara et al., 1984; Hilgert et al., 1987} los ensayos
fueron realizados en MM sdélido. No obstante esta diferencia, en la mutante
TAD12 podemos observar también que, al igual que en las otras cepas
deficientes en GOGAT, la utilizacion de fuentes de nitrégeno que generan
glutamato, como histidina, prolina, arginina, glutamina, es menos eficiente
que la cepa silvestre. En este sentido, este fenémeno lo podemos relacionar
si suponemos que la via GS/GOGAT es importante no sélo en la asimilacién
de amonio, sino también para una regulacidbn mas general en la que el
metabolismo nitrogenado y de carbono estan intimamente coordinados a
través del ciclaje de la glutamina (Encarnacion et al., 1998; Mora. 1990).

Trabajos realizados en este laboratoric han demostrado mediante
estudios con compuestos marcados con ""C y "N que tanto en R. etli como
en R. meliloti existe una relacion coordinada entre la utilizacion v oxidacion
del carbono y la asimilacion de nitrégenc. La gdlutamina se sintetiza vy se
degrada al mismo tiempo, constituyendo un cicle (Encarnacion et al. 1998}

la glutamina es convertida a través del cicio en glutamato por la GOGAT v



también es catabolizada por la via glutamina transaminasa-w-amidasa cuyos
productos (2-cetoglutarato y amonio) vuelven a ser substrato para la via
GS/GOGAT (Fig. 22). El consumo de NADH, ATP y 2-cetoglutarato por la via
GS/GOGAT (Helling, 1994} regula la utilizacién/oxidacién del carbono del
succinato en Rhizobium. Ha sido demostrado que la optimizacion del flujo de
energia requiere necesariamente el funcionamiento de reacciones que
disipen la energia “tales como al ciclo de la glutamina (Stucki, 1980-:
Tempest, 1978; Mora, 1990). Se propone que cuando este ciclo es
interrumpido por la inhibicién de la sintesis de la glutamina, se conduce a
una gran reduccioén en la utilizacién/oxidacién del succinato (Encarnacion et
al., 1998). Asi, recientemente ha sido reportado que un aumento en la
concentracion de ATP inhibe la glicdlisis (Larsson et al., 1997]. El ciclaje de
la glutamina via GS/GOGAT junto con la degradacién de glutamina regula el
gasto de carbono dentro de la célula. Al volverse a sintetizar la glutamina a
partir de su esqueleto de carbono y amonio se consume 2-cetoglutarato,
energia y poder reductor, contribuyendo asi a que se utilice y se oxide la
fuente de carbono y no se acumule ATP y poder reductor. Al describir en ese
trabajo la interaccién entre los metabolistnos de carbono y nitréogeno que
ocurre en Rhizobium también se describe otro sistema regulador de la
concentraciéon intracelular del poder reductor y de la energia (via
GS/GOGAT) (Encarnacién et al., 1998).

El hecho de que en Rhizobium la tnica via de asimilacion de amonio
sea GS/GOGAT (Kondorosi et al, 1977; Donald y Ludwig, 1984: Hilgert et
al., 1987; Bravo et al, 1988) nos ayuda a entender por qué cepas Asm’ que
son defectivas en GOGAT son pleiotropicas, esto es, incapaces de utilizar
eficientemente diferentes aminoacidos como fuente de nitrogeno y/o de

carbono.
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TRANSAMINASA

aminodcido 2-oxodcido

2-oxoglutaramato Cln
o-AMIDASA
2-oxoglutarate
GS NADPH
GOGAT
N +
ATP
2-pxoglutarato
Glu

Figura 22. Ciclo de la Gutamina (Mora, 1990)

Uno de los ensayos que nos permitid conocer la distribucion del
nitrégeno amino de la mutante fue la medicion de sus pozas de aminoacidos
intracelulares en crecimientos de MM+Gln comparadas con la cepa silvestre.
La mutante crecida en glutamina acumula una baja concentracion de este
aminoacido y en consecuencia también los demds aminoacidos estan bajos,
lo que significa que esta disminuida su capacidad de utilizar ¢l carbono de
los aminoacidos. como resultado de que el ciclo de la glutamina no esta
operando a través de la via GS5/GOGAT. Cuando la cepa mutante esta en fase
estacionaria de crecimiento aumenta su capacidad de acumular nitrégeno
amino, lo que se puede deber a que el succinato del medio 'se agotdo y como
consecuencia se transporta mas glutamina del medio hacia dentro de la
célula (Encarnacion, et al., 1997).

Uno de los efectos mas importantes estudiados en esta mﬁtante ha
sido su fenotipo simbidtico. Anteriormente se ha reportadoe que mutantes en

GOGAT de R. meliloti no muestran un fenotipo simbidtico. es decir son
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capaces de nodular y fijar nitréogeno cuando entran en simbiosis con sus
plantas hospederas (Kondorosi et al., 1977; Osburne y Singer, 1980). De esla
manera, los estudios en los que se reportan los bajos niveles de las enzimas
de asimilacién de amonio en bacteroides (Brown y Dilworth, 1975}, y en los
que las mutantes en GOGAT (Kondorosi et al, 1977; Osburne y Singer.
1980) son incapaces de asimilar amonio pero son completamente efectivas
en simbiosis, soportan el punto de vista de que el sistema GS/GOGAT de la
bacteria no es importante en el metabolismo del nitrégeno fijado como
amonio. Sin embargo, cabe mencionar que en estos estudios sélo se
caracteriza la capacidad de formar nédulos y la capacidad de fijar nitrégeno
en un tiempo, es decir, no se sigue una cinética en simbiosis como la que se
presenta en este trabajo, lo cual arrojé resuitados muy interesantes.

Los resultados del fenotipo simbidtico de la mutante TAD12 son
consistentes con los reportados en estudios previos de otros Rhizobium, en
el sentido de que son capaces de nodular y fijar nitrégeno. En este trabajo
se presentan estudios mas detallados a través de seguir la cinética en
simbiosis, en base a los cuales proponemos que el sistema GS/GOGAT del
bacteroide es importante en la particion del nitrégeno fijado entre la planta
y la bacteria.

Estudios previos realizados en el laboratorio en los que se ha explorado
el rol del bacteroide en la asimilacién de amonio durante la simbiosis han
demostrade que al introducir el gen gdhA de E. coli bajo el control del
promotor nifHec de R. etli (Valderrama et al, 1996), éste se expresa
optimamente durante la fijacién del nitrégeno lo que modifica la particion
del nitrégeno dentro del bacteroide (Mendoza et al, 1998). La GDH captura
en el bactercide la mayoria del nuevo amonio sintetizade en la poza de
aminoacidos y en consecuencia tiene un impacto negativo en el nitrogeno
que le da el bacteroide a la planta.

Durante la simbiosis se observa una disminucién del nitrogeno amino
ent los bacteroides de la cepa mutante TAD12 comparada con la cepa
silvestre. lo cual nos esia indicando que la GOGAT participa en la asimilacion

del nitrogeno fijado; la concentracién residual del nitrégeno amine que
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encontramos en la mutante puede provenir de la degradaciéon de la proteina
de los bacteroides y/o de la planta.

La cantidad de nédulos que desarrclla una cepa deficiente en GOGAT
es igual al de la cepa silvestre CE3 (Fig. 18), asi como su forma y estructura
(Figs. 19 y 20).

Los datos obtenidos de nuestros estudios en bacteroides sugieren que
la actividad de GOGAT, reportada por Duran y Calderdn {1995). que se
encuentra presente en los bactercides de R. etli, es necesaria para que se
acumule nitrégeno amino en éstos. El nitrégeno amino total presente en
bacteroides de una cepa que carece de la actividad de GOGAT {mutante
TAD12) alos 18 dpi comparada con la cepa silvestre CE3, esta disminuido
seis veces aunque la concentracion de nitrégeno amino presenta una
disminucion de s6lo 2 veces esta se debe a que la cantidad de proteina
disminuye tres veces. Asi, la disminucién especifica del nitrégeno amino no
se debe a que aumenta la proteina total de los bacteroides en la mutante
carente de GOGAT. Esta disminucion puede ser el resultado de una
disminucion en el nimero de bactercides, debido a una limitacién en su
crecimiento antes de invadir los nédulos, por una disminucién en su
capacidad de asimilar el amonio que la planta le esta dando. Esto indica que
la actividad de GOGAT de la bacteria y del bacteroide tiene un papel
importante asimilando €l amonio que le da la planta y parte del nitrégeno
fijado por la nitrogenasa. A partir de los 25 dpi el nitrégeno amino total
disminuye en los bacteroides de la cepa silvestre CE3 y aumenta la proteina.
sin embargo, para la cepa mutante la disminucién en la concentracion del
nitrogeno amino es debido a que disminuye el nitrégeno amino total v
aumenta la proteina total de los bacteroides aunque todavia es dos veces
menor que la cepa silvestre CE3 (Tablas 8 y 9). A los 39 dpi el nitréogeno
amino por mg de proteina es similar en los bacteroides de ambas cepas
debido a que la proteina total de los bacteroides de la cepa silvestire
disminuye y sin embargo en la mutante aumenta (Tabla 8 y 9). Es posible que
a los 39 dpi la GOGAT ya no participe en la similacién del nitrogeno fijado v

que el nitrégeno amino presente en los bacteroides provenga del nitréogeno




que le dio la planta o del que le provee la planta al iniciarse la senecencia de
ésta.

El efecto descrito es el resultado de la ausencia de GOGAT, lo que da
como resultado una disminucién del nitrégeno amino y una menor cantidad
de bacteroides en los primeros 18 dias del establecimiento de la simbiosis,
pero después se normaliza hasta alcanzar a la cepa silvestre a los 39 dpi.

Al inactivar la via GS/GOGAT del bacteroide se incrementa la cantidad
de nitrégeno en la planta. Esto parece indicar que cuando esta via se
encuentra funcional en el bacteroide, asimila parte del amonio producido
por la fijacion de nitrégeno y que cuando la GS-GOGAT no esta activa, el
amonio que era asimilado por el bacteroide se excreta a las células del
nédulo. El incremento en la excrecién de amonio de los hacteroides
deficientes en la actividad de GOGAT hacia la planta, da come resultade un
incremento tanto en la concentracion de nitrégeno que es transformado en
ureidos (Tabla 4), como en la concentracion de nitrégeno presente en
plantas (Tabla 5) que se refleja en un incremento en el contenido de
nitrégeno en semillas (Tabla 6).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo nos han
llevado a considerar que ademas de la biosintesis de glutamato por la via
GS/GOGAT podria existir otra via alternativa para la sintesis de este
aminoacido, ademas de las vias ya conocidas, que se puede expresar bajo
ciertas condicicnes permitiende que a falta de la GOGAT se siga sintetizando
glutamato para €l crecimiento de la bacteria y del bacteroide.

De esta manera, el trabajo presentado aqui, nos ayuda a entender un
poco mas acerca del metabolismo nitrogenado de bacterias que tienen la
capacidad de establecer una relacion simbiética con plantas leguminosas. en
este caso R. etli-frijo} y el papel que la via de asimilacion GS/GOGAT de la
bacteria tiene durante el proceso simbidtico. Sin embargo, cabe mencionar
que estos resultados son sélo el inicio de un trabajo en vias de conocer y
comprender mas a fondo que es el metabolismo nitrogenado de R. etli. tanto

en vida libre, como en simbiosis.



CONCLUSIONES

Los genes estructurales de la glutamato sintasa de Rhizobium etli
fueron clonados y caracterizados, siendo éstos los primeros genes gitBD en
rhizobeaceas bien caracterizados incluyendo su secuencia.

Se caracterizé la cepa TAD12 la cual carece de la actividad de GOGAT y
ademas presenta el siguiente fenotipo:

-No crece en amonio como fuente de nitrogeno, es auxotrofa de glutamato
y es una cepa Asm’. '

-Esta cepa es capaz de establecer una simbiosis con plantas de frijol.
presentando un fenotipo simbidtico que consiste en que las plantas
inoculadas con esta mutante presentan una mayor actividad de nitrogenasa,
mayor transporte de nitréogeno por los vasos del xilema y una mayor
concentracion de nitrégeno tanto en planta como en semilla, lo cual nos
sugiere que la actividad de GOGAT tiéne una participaciéon en la asimilacion
del nitrégeno fijado para el mismo bacteroide y la distribucion del nitrégeno
hacia la planta.

-Una propuesta que surge de este trabajo es que la actividad de GOGAT
dentro del bacteroide juega un'papel importante en la asimilacién de amonio
solo en la parte inicial del proceso simbigtico.

-Por otro lado, no obstante a la falta de la GOGAT se propone la
participacién de otra via alternativa para la sintesis de glutamato diferente
de las hasta ahora conocidas.

ESTA TEMS N9 DEBE
SALR DE 1A wisuiliEdh
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