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INTRODUCCION

La asimilacién de amonio consiste en la incorporacidén del
ién amonic en esqueletous de carbono formando moléculas orgdnicas
(glutamato y glutamina). Estas moleculas son donadoras del
nitrégeno para la sinteslis de los demds compuestos nitrogenados
celulares: amino acidos, aminoazucares, vitaminas purinas y
pirimidinas, compuestos que a su vez participan en la sintesis de
proteinas, acidos nucléicos y demas macromoléculas celulares.

La disponibilidad del nitrégeno en el medio ambiente es
limitada en comparacidén con la disponikilidad de los otros cons-
tituyentes celulares, tales como el carbono, el hidrégeno y el
oxigeno. Esta limitacidén ha originade que los seres vivos hayan
desarrollado multiples estrategias para encontrar el nitrégeno,
transportarlec al interior y asimilarlo. La glutamato
deshidrogenasa (GDH) y la glutamino sintetasa (GS) son las
unicas enzimas capaces de incorporar el amonio en moléculas
orgdnicas. La GDH cataliza la reaccién de la sintesis de
glutamato a partir de a-cetoglutarate, NADPH y ameonio y la GS
cataliza la reaccién de sintesis de glutamina a partir de
glutamato, ATP y amonio. La GS es una enzima que presenta una
afinidad por amonio mucho mas alta que la GDH. Estas dos enzimas
se encuentran ampliamente distribuidas en miuroorganismos, en
tejidos animales y en plantas superiores.

En muchos microorganismos se ha visto que cuando la fuente
de nitrdégeno es limitante para el crecimiento, la capacidad de
asimilar amonio es incrementada, ya sea aumentando la sintesis o
la actividad de las enzimas que asimilan amonio. Generalmente se
induce 1la utilizacion de la via GS-GOGAT, la cual es més
"eficlente en tomar amonio, dada la alta afinidad de la GS por
este metabolito. La limitacion de nitrégeno, también causa 1la
induccidn de otras enzimas responsables de la produccion de
amonic de fuentes alternativas de nitrdégeno combinado, como 1la
utilizacion de nitrato y el catabolismo de aminodcidos. Algunos
microorganismos han desarrollado la capacidad. de utilizar
nitrégeno atmosférico (N,) come fuente de nitrégeno para crecer,
cuando en el medio ambiente hay ausencia de este metabolito.

La habilidad de fijar nitrdégeno atmosférico en amonic es una
propiedad que se encuentra distribuida entre varios microor-

ganismos de diferentes habitats. La enzima que cataliza esta

reaccion es la nitrogenasa, siendo un procese que consume una
gran cantidad de energia. Se ha calculado que se requieren de 12
a 15 moléculas de ATP, para que cada molécula de N, sea reducida
a 2 NHy (1). Asi la capacidad de fijar nitrégeno aepende direc-
tamente de la capacidad de generar ATP y poder reductor de la
célula.

En los diferentes microorganismos diazotréficos estudiados,
se ha encontradeo que la asimilacién de amonio se encuentra muy
inducida cuando la célula fija nitrcégeno. En estas condiciones

la concentracién intracelular de amonio es muy baja. En Bacillus




macerans se ha reportado que la concentracidon de amonio en las
células que fijan nitrogeno es de 1.4 mM (2).

En esta revisidén presentaré un estudio sobre los sistemas de
asimilacion de amonio que operan en diversos microorganismos
capaces de fijar nitrégeno atmosférico. Asi mismo se revisara su
regulacién y la relacidén requlatoria entre la asimilacidén de
amonio y la f£ijacién de nitrégeno.

Klebsiella

Klebsiella es una bacteria diazbtréfica. En este microor-
ganismo se han encontrado las dos vias de asimilacién de amonio,
las cuales estan reguladas por la disponibilidad de nitrdégeno en
el medio.

1.- Bajo condiciones donde el amonio intracelular es alto,
este se asimila a través de la GDH (3).

2.~ Bajo condiciones de limitacién de amonio, opera el sis-
tema alternativo que consiste en las reacciones acopladas de la
GS y de la glutamato sintasa (GOGAT) (3).

La GS de Klebsjella es muy parecida a la GS de Escherichia
goli, tienen un peso aproximado de 600,000. Esta compuesta de
doce subunidades idénticas arregladas en dos anillos hexagonales,
acomodados uno sobre otro (4). La GS en este microorganismo es
una enzima gque esta requlada por diferentes mecanismos:

a) Represion y derepresién de la sintesis en respuesta a
variaciones en la concentracién de amonio y de la fuente de car-
bono en el medio de cultivo.

b) InhlbiCién por retroalimentacidn por multiples produc-
tos del metabolismo de glutamina.

c) Interconversion de la forma activa (taut) a inactiva
(relaxed) en respuesta a fluctuaciones en las concentraciones de
iones divalentes.

d) Modulacién de la actividad catalitica mediante
adenilacién y desadenilacién de la enzima, en respuesta a camblos
en senales metabdlicas como son glutamina, 2-oxoglutarato, ATP y
Pi.

En cuanto a la regulacidn a nivel de transcripcién de la GS
de Klebsiella, se ha encontrado que existe un sistema genético
muy complejo en el cual participan varias proteinas reguladoras
codificadas por los genes nptrA (glnF), ntrB (glnL) y ntrC {(glng).
Los genes ntrB y ntrC forman parte del mismo operdn junto con el
gene glnh que es el gene estructural de la GS (Fig.l).
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Figura 1.- Modelo de regulacidén del sistema general de nitrdgeno
y de induccidén de los genes nif en Klebsjella.

El producto del gen ntrA se requiere para la activacion de
la expresioén del gen glnA. También se requiere para activar la
‘expresiéon de genes ntr que responden a la limitacidn de
nitrégeno, como son los de utilizacidén de aminodcidos (arg, pro e
his) y otros compuestos de nitrégeno combinado asi como aquellos
genes responsables de la fijacion de nitrdgeno (5).
Reciéntemente se ha encontrado que el gen ntrA codifica para una
subunidad sigma de la RNA polimerasa (6). Este factor o con-
fiere especificidad a la RNA polimerasa, para reconocer secuen-
cias promotoras especificas. Los promotores dependientes de
ntra, no tienen la secuencia concenso de ~35 y =10 reportada
para los promotores de bacterias GRAM negativas sino que presen-
tan una secuencia concenso especifica, en la regidn =26 CTGGYAYR-
N4-TTTGCA -10 (7). Este tipo de promotor, se ha encontrado por
ejemplo en la regidn 5' del gen glnA y en los genes estruc-
turales de la nitrogenasa. Para que el producto de ntrA ejerza
su accidn sobre el promotor, requiere la presencia de la proteina
requladora codificada por ptrcC, para actuar sobre los genes
relacionados con disponibilidad de amonio ¢ de la proteina
codificada por ifA, para activar los genes de fijaciodn de
nitrégeno.

En cuanto a la regulacidn del gen ntrA, se ha encontrado que
se sintetiza constitutivamente (8,9). Lo cual sugiere que las
células siempre tienen una poblacién de RNA polimerasa unida al
producto de ntra.

Las mutantes estructurales en ntrA estan afectadas en la
expresién de glutamino sintetasa, produciendo niveles ex-
tremadamente bajos de GS, por lo que para poder crecer regquiere




que el medio sea suplementado con glutamina., Estas mutantes
también estan afectadas en la utilizacién de aminocdcidos como
fuentes de nitrégeno y en su capacidad de fijar nitrdégeno (10).

El producto del gen ntrC (NRy) es una proteina reguladora
bifuncional, ya que activa o reprime la sintesis de la GS. Este
gen forma parte de un operdén junto con los genes glnA y ntrB de
manera idéntica al encontrado en E,col}i (11).

Mutantes en ntrC resultan en un fenotipo Gln~ (12) ya que
sintetizan niveles bajos constitutivos de GS y ademds tienen una
pérdida parcial de la regqgulacién de la GS , ya que en vez de ob-
servarse una induccién de 50-100 veces, cuando las células crecen
en un medio que induce la derepresidén de GS, se observa tan sdlo
un aumento de 3-4 veces de la actividad de GS.

El gen ntrB codifica para un antiactivador que impide que
el producto de ntrC (NR;), active la sintesis de GS, En E.coli se
ha descrito que ntrB codifica para una kinasa que fosforila a NRp
para actlivarlo y que lo desfosforila para inactivarlo (13). Es-
tas dos actividades ejercidas por el producto de ntrB (NRp;) es-
tan a su vez reguladas por los productos de dos genes, ging Yy
ginb. Estos genes codifican para la proteina PII y 1la
uridiltransferasa (proteinas pertenecientes al sistema de
regulacién por adenilacién, como se verd mas adelante) 1la
proteina PII en un estado no-uridilado, interacciona con NRyy in-
duciendo la defosforilacién de NRy. El estado funcional de la
proteina PII, a su vez, depende de la actividad de 1la

uridiltransferasa. La UTasa es capaz de censar la relacidén

entre el nitrégeno y el carbono, es decir los niveles
intracelulares de a-cetoglutarato y de glutamina. Asi la ac-
tividad de NRyy Y por lo tanto la induccidén de la sintesis de GS,
esta regulada por un sistema de cascada muy sensible a la dis-
ponibhilidad de amonio (Fig.2). '

Mutantes en el gen ntrB inducidas por una insercién del
transposén Tn5, presentan un fenotipo bajo constitutivo en la
sintesis de GS y son Ntr= (14). Este fenotipo se explica porque
mutaciones en este gen son polares sobre ntrC, produciendo el
‘mismo fenotipo que las mutantes en ntrc. Por otro lado se ha

reportado que las mutantes en ntrB suprimen el fenotipo Gln~ de

las mutantes en glnB o en glnD (15,24). Estas dos mutantes

producen una proteina PII incapaz de ser uridilada, dando como-

resultado la induccién de la adenilacién de la GS, pero ademds
estas mutantes producen niveles muy bajos de GS, ya que PII se
encuentra siempre en el estado nativo, en el cual interacciona
con NRyy activando la defosforilacién de NR; y por lo tanto inac-
tivando la transcripcidn de GS (Fig.2). '
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Figura 2.- Modelo de regulacién de la actividad de glutamino sin-
tetasa por las proteinas PII y uridiltransferasa.

En cuanto a la regulacioén del operdn de glnA ntrB
ptrg¢, se ha descrito la existencia de dos promotores en la region
5'de glnh y otro antes de ntrB (16). Los promotores de_glnA se
encuentran cotiguos, semejante a lo reportado para E.coli (17).
El promotor glnApl requiere de la proteina CAP asociada con AMP
ciclico, este es un promotor debil gque sirve para mantener
niveles de transcripcién de GS en condiciones de exceso de
nitrégeno y de limitacion de carbono. Este promotor presenta la
secuencia concenso de -35 y =10 de los promotores de enterobac-
terias. S

El segundo promotor glnAp2 requiere del producto de ntra
(060) y del de ptrC (NRy) y de condiciones de limitacion de
amonio. El promotor glnAp2 presenta el concenso de =27 y -11
presente en los promotores activados por ntrA (Fig.l). Ademas se
ha descrite que la expresién de glnA a partir del promotor glnaAp2
es incrementada en un sitio enhancer, localizado -100 a -130
pares de bases hacia arriba. Este sitio se requiere cuando la
concentracién del activador es baja y se propone que es un sitio
de unién de NR %b DNA, para facilitar la accidén de 1la
RNApolimerasa 'y e{ g (18). '

La regulacién de la GS de Klebsiella por el sistema de
adenilacién permite una respuesta muy rdpida a cambios en el
medio ambiente. Consiste en la inactivacion de actividad




biosintética, mediante la unién covalente de grupos adenilo, a
un residuo de tirosina especifico, en cada una de las doce sub-
unidades (19). Wolheuter, Schutt y Holzer han propuesto que en
Escherichia coli la inactivacion de la GS por el sistema de
adenilacidén, es indispensable en condiciones de cambios bruscos
en la disponibilidad de amonio. Especificamente en cambios de
condiciones de limitado a exceso de amonio (20). Estos autores
se basan en determinaciones de pozas de metabolitos (glutdmico,
glutamina y ATP) durante los primeros minutos después del cambio
de medio. Sugieren que el papel de la adenilacion de la GS es
prevenir que la poza de ATP sea depletada y que se acumule un ex-
ceso de glutamina.

La adenilacién es un procesc reversible y se lleva a cabo
mediante la accidén de tres proteinas (Fig.2) :

1.- La adeniltransfersa (ATasa) codificada por el gene
glnuE, que cataliza las reacciones de adenilacion y desadenilacidn
~-de la GS. Mutantes en glnE mantienen una G5 en la forma no
modificada la cual se considera totalmente activa. Estas mutantes
presentan una severa inhibicién del crecimiento cuando se cambia
el cultivo de limjtacién a un excesc de amonio, en donde la GS no
es adenilada consumiéndose la poza 'de glutamato y sintetizando
una gran cantidad de glutamina que inclusoc puede ser excretada
(19). Estas mutantes presentan una regulacién normal en la
sintesis de la G5 en respuesta a amonio (21).

2, La proteina PI1 se encarga de modular la actividad
de la ATasa. Esta proteina presenta dos estados el uridilado y
el no urdilado, los cuales dependen del estado intracelular de
los metabolitos glutamina y a-cetoglutarato. Cuando la proteina
PII esta uridilade estimula a la ATasa a desadenilar a la GS y
cuando se encuentra no-uridilada estimula la adenilacidn. Como se
menciono anteriormente, se ha descrito que la proteina PII en el
estado nativo interacciona con NRyp; induciendo la actividad de
desfosforilacién de NRy, lo cual resulta en la baja transcripcién
de qlnA., La proteina PIT esta codificada por el gene glnB, al-
gunas mutantes descritas en este gen, producen una proteina PII
alterada que no puede ser convertida a la forma uridilada en que
induce la desadenilacién de la GS (22), produciendo asi una GS
totalmente adenilada. Ademds estas mutantes presentan baja
transcripcidén de glnA ya que PII no-uridilada induce 1la
inactivacion de NRy; y por lo tanto presentan un fenotipo Gln~ y
Ntr~. También se ha descrito mutantes por insercién de Tn5 en
1nB, incapaces de producir proteina PII, las cuales tienen un
fenotipo Gln+, presentando niveles altos constitutivos en la
sintesis de G5 y son Ntr® (23). Es decir que son capaces de in-
ducir las enzimas controladas por el sistema general de
‘nitrdégeno. '

3.~ La uridiltranferasa (UTasa) es la enzima que uridila a
la proteina PII cuando las concentraciones del a-cetoglutarato y
del ATP se encuentran altas y la concentracion de glutamina se
encuentra baja. Cuando la relacién de estos metabolitos se in-

vierte la UTasa desuridila a PII. La UTasa esta codificada por -




el gene glnD, mutantes en éste gene son incapaces de crecer en
ausencia de glutamina, debido a que la GS se encuentra muy
adenilada (24), ademas que los niveles de GS se encuentran muy
bajos y presentan fenotipo Ntr~. Esto se debe al que al faltar
UTasa la proteina PII siempre se encuentra en el estado nativo,
donde induce la inactivaciodn de NR;j.

En cuanto a las enzimas que sintetizan glutamato, en Kleb-
siella se encuentran la GDH y la GOGAT. La GOGAT esta
codificada por los genes gltB y gltD. Mutantes en el gen glth
son incapaces de crecer en concentraciones de amonic menores de 1
mM (3), tampoco crecen en compuestos cuyo catabolismo conduce a
la produccion de awonio come son urea c nitrato. Se ha
descrito que las mutantes en este gene son incapaces de crecer en
fuentes orgdnicas de nitrdgenc como arginina, prolina o histidina
cuyo catabolismo conduce . a la produccion de glutamato (3). La
explicacidén que en un principio se dié para este fenotipo, fue
que al no existir actividad de GOGAT, la célula no puede bajar
la poza de glutamina lo suficiente para inducir la transcripcion
de glnA. Esta explicacidn se basd en el hecho de que mutantes
en ntrB suprimen este fenotipo, permitiendo la utilizacién de es-~
tos metabolitos presentando un fenotipo alte constitutivo para
GS. Posteriormente se reportd que en B. coli, el fenotipo Ntr~
de las mutantes en gltB, se debe a que este gen forma parte de un
opercn junto con los genes gltDh y gltF, En donde el producto del
gen gltF, esta involucrade en la requlacién de Ntr (25), por lo
que las mutantes en gltB son polares sobre gltF. Posiblemente en
_Klebsiella también exista el gen gltF y asi el fenotipo Ntr~ de
las mutantes en gltB, se deba también a este gen.

En cuanto a la GDH, se ha reportado que la regulacidn de la
actividad de GDH en Klebsjiella a diferencia de lo observado en
E.coli y de 8.typhimurium, esta regulada por las proteinas
reguladoras del sistema Ntr. La reqgulacidn de la GDH se presenta
en sentido opuesto a la regqulacién observada para la G5. Asi la
induccidn de la GDH es muy alta en condiciones de exceso de
amonio y muy baja en bajo amonio (3). Mutantes en ntrA o en ntrc
producen una induccion elevada de la GDH, auin en células crecidas
en limitacion de nitrdégeno (26). Por el contrario mutantes en
ntrB resultan en la ausencia de GDH (3,27). Como consecuencia de
la represion de la GDH en las mutantes en ptrB, se ha reportado
que las dobles mutantes gltB-ntrB=- son incapaces de utilizar
amonio como fuente de nitrdgeno (3). Logicamente también las
dobles mutantes gltB-gdhA~ tampoco pueden utilizar amonio y
reguieren glutamato para poder crecer (28).

_ En cuanto a la fijacidén de nitrdgeno, en Klebsiella se ha
reportado la existencia de 21 genes nif, agrupados en 7 u 8
operones (29), comprendidos en una regién de 23Kb de DNA. Estos
operones nif, estan sujetos a regulacién positiva en dos niveles
y también a regulacion negativa, en respuesta a concentraciones
altas de amonio y de oxigeno. '
El primer nivel de regqulacion positiva esta mediado por el
sistema Ntr, asi en condiciones de limitacidén de amonio, 1los
productos de los genes ntrA y ntrC activan la transcripcion del




operén nifLA (14,30). El sequndo nivel de regulacion positiva
esta mediadopor los productos de nifA y de ntrA los cuales actuan
activando la transcripcidén de los otros operones nif (31)
(Fig.l).De esta manera existe una regulacion muy fina de 1la
induccidén de los genes nif, la cual involucra un sistema de cas-
cada muy sensible a la disponibilidad del amonio en el medio am-
biente. Se ha descrito que mutaciones puntuales en glnp, que
producen uha proteina pII incapaz de ser uridilada tienen un
fenotipo Gln~ Nif~, ya que no activan el operén nifLa (22}.
Mientras que mutantes que no producen PII, presentan una
regulacién igual que la cepa silvestre en cuante a la expresiodn
del operdn nifbLA (23). Este dato hace suponer que en ausencia de
PII, el sistema NtrBC sigue siendo capaz de responder a cambios
en la disponibilidad de nitrdégeno (32). El fenotipo de las
mutantes PII™, as{ como la regulacidén residual de glnA en las

mutantes carentes de NRyp, se pueden explicar por un mecanismo de

intercomunicacidén entre diferentes sistemas regulatorios
(modulador/efector). 8Se ha reportado que existen grandes
semejanzas en la compocision de aminodcidos del sensor y del
regulador de diferentes sistemas requlatorios, que se encargan
de modular la expresidén de un grupo especifico de genes, en
respuesta a cambios en el medio ambiente (33) (Fig. 3). Entre es-
tos sistemas se encuentran los que corresponden a la osmolaridad
(envZ/ompR), a la limitacidn de fosfato (phoR/phoB), los genes de

virulencia de Agrobacterium (virA/virG), los genes que activan el

transporte de acidos dicarboxilicos (detB/detD), los que respon-
den a la limitacion de nitrogeno (ntrB/ntrc) y los gque activan la
fijacidén de nitrdégeno (nifL/nifp). En todos estos sistemas el

primer componente actua como sensor, el cual trasmite la sefal al

segundo componente, el cual actua como regulador.

Estimulo del Sensor Requlador Estructura de los dominios
medio ambiente Sensor Regulador
cambios en osmo~ envZ _OmpR N gy égggzzj C
laridad. : _
limitacion de pheR phoB T wusnny  cicic: w—
fosfato. : :
exudado vegetal vira virg #_l fanwmanny) =y
limitacién de N. _ntrB ntrg _IXTYTTy E
dcidos dicarboxi-_dctB detD | 2 arTomm Eamﬁnnuun_ja
licos. S W N W S| LL[EALLLJ_}
200 400 00 400 100 400
aminodcidos

Figura 3.- Dominios conservados en los sistemas regulatorios de
dos componentes. (modulador/efector)

Las barras negras indican regiones hidrofdébicas. Las demds barras
indican los dominios conservados entre las diferentes proteinas
(33).



En este modelo se propone que la proteina sensora, percibe
el estimulo del medio ambiente, utilizando la region amino-
terminal, posiblemente mediante la unidén de un ligando. En la
region amino-terminal del sensor de varios sistemas, se han iden-
tificado dos regiones hidrofobicas, este dato sugiere que
posiblemente algunos de los sensores son proteinas trans-
menbranales. La proteina sensora trasmite la sefial a la regiodn
carboxilo-terminal, mediante una alteracicén alostérica. La regién
C-terminal del sensor interacciona con la regién amino-terminal
de la proteina reguladora. Esta proteina recibe la sefial y
responde cambiando la conformacién de la regién C-terminal de in-
activa a activa. Se ha demostrado que en sistema ntrB/ntrc el
producto de ntrB fosforila al de ntrC para activarlo (13). Se ha
visto que la region C-terminal de las proteinas reguladoras,
tiene caracteristicas estructurales que permiten interacciones
con DNA, con la RNApolimerasa ¢ con sus factores sigma. Asi se
ha descrito que algunos sistemas (detC, ntrC, nifdA) son depen-
dientes de la presencia del factor sigma codificado por el gen
ntra.

En todos estos sistemas la transcripcién y la traduccion de
los dos componentes estd acoplada. El sensor es producido a
niveles mucho méds bajos que el requlador. La gran homologia entre
los diferentes sistemas, abre la posibilidad de gue exista
intercomunicacién y que el sensor de un sistema pudiera activar
al regulador de otro sistema. Se ha demostrado que in vitro la
proteina NRyp puede fosforilar al producto del gen che¥ in-
volucrado en la regulacidén de quimiotaxis y que a su vez la
proteina CheA puede fosforilar a NRy. Ademds una expresidn alta
de NRyy puede suprimir el fenotipo de una mutante en el gen chea
(34). ' ' ‘

El producto de nifp es muy parecido al de ptrC (30). Se ha
visto que el producto de nifA puede sustituir al producto de ntrC
en la activacidn de los genes de asimilacidon de nitrdgeno, como
son glnA, put, aut y hut, pero que el producto de ntrC es incapaz
de activar los operones nif de Klebsiella (30). Esta diferencia
podria deberse a que los operones nif presentan una secuencia
1lamadaUAS (upstream activator sequence) localizada a unos 100 pb
del sitio de inicio de la transcripcion. Se propone gque estos
gsitios son el lugar en donde se une pifA, para activar la
transcripcién de los operones nif (35).

Por ultimo en cuanto a la regulacién negativa de los genes
‘nif se sabe que estd mediada por el producto de pifl, el cual
responde al incremento en amonio o en oxigeno (36), inactivando a
NifA. Se propone que la reqgulacion por oxigeno del operdn nifLa,
esta mediada por los niveles de super-enrrollamiento del ONA,
dependiente de la actividad de girasa. La actividad de esta en-
zima se incrementa en condiciones de anaerobiosis. Se ha visto
gue si se agrega un inhibidor especifico de girasa a células
crecidas en anaercbiosis, se inhibe la expresién del operdn nifLA
(37) . | '



Asi hemos visto que Klebsiella es un microorganismo que
posee una regulacion muy fina de su metabolismo de nitrdgeno y
que existe una relacidn regulatoria entre el control de 1la
asimilacidén de amonio y el control de la expresidn de la
fijacidén de nitrégeno. Ahora presentaré otros microrganismos
capaces de fijar nitrégeno a fin de estudiar otros aspectos en la
requlacién de estos dos procesos.
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Azotobacter pertenece a la familia Azotobacteraceae. Los
miembros de esta familia son bacterias aercdbicas capaces de fijar
nitrdgeno. Algunas especies sintetizan poli-f-hidroxibutirato,
pigmentos y hormonas vegetales. Algunas se asocian a raices de
ciertas plantas como Azotobacter paspali al pasto Paspalum
notatum (38).

Este es el primer microorganismo en donde se ha encontrado la
presencia de mas de un tipo de nitrogenasa (39). Encontrandose la
enzima dependiente de molibdeno llamada nitrogenasa-1l, una depen-
diente de vanadio (40), llamada nitrogenasa-2 y una tercera,
nitrogenasa-3 compuesta de atomos de fierro y azufre (41). Estos
tres sistemas son excluyentes, de tal manera que se requiere la
presencia de Mo para expresar la nitrogenasa-1 y suprimir la
expresion de los otros dos sistemas., Se requiere la presencia de
vanadio para inducir la nitrogenasa-2 y suprimir a la nitrogensa-
3, esta ultima se expresa en ausencia de estos dos metales. Otra
caractezistica unica de Azotobacter es su gran tolerancia a
oxigeno cuande fija nitrdgeno.

En cuanto a la asimilacidén de amonio en Azotobacter, se ha
descrito que este se asimila por la via GS-GOGAT y que no es
posible detectar actividad de GDH (42). Se ha reportado que los
niveles de GOGAT no varian con la fuente de nitrdgeno (43), ni se
reprime por amonio (44). En Azotobacter existen dos formas de
GOGAT, una soluble y otra unida a membrana. La proporcidn de es-
tas formas varia cuando cambian las condiciones de aereacidn del
cultivo (45).

La GS de Azotobacter es muy similar a la GS de enterobac-
terias, presentando una estructura de dodecdmerc, con subunidades
de peso molecular alrededor de 53,000. Cada subunidad es suscep~
tible a adenilacidén (46). Se ha reportado que leos niveles ab-
solutos de GS no varian con la fuente de nitrdgeno (44) y que la
- transcripcion de glnA no requiere de las proteinas reguladoras
codificadas por ptrC y ntrA (47), ya que mutantes en estos genes
presentan niveles normales de GS (47). Los genes ntrBC se
localizan adyacentes a glnd y se transcriben en la misma direc-
cion. glnA y ntrBC presentan cada uno su propio promotor (47). A
la fecha no se han presentade evidencias de que los tres genes
esten estructurados en un operdén (Fig.4).

Las mutentes de GS aisladas en este microorganismo son par-

clales (48), no se han podido aislar mutantes totales, se cree _

que la glutamina es uno de los aminodcidos que no se importa al
interior de la célula, por lo que no se pueden aislar auxdtrofos
de glutamina.

Las mutantes en ntr¢ descritas, no pueden crecer en nitrato y
si en aminodcidos o en urea. Las mutantes en ntrA tampoco crecen
en nitrato ni en nitrdgeno molecular, ya que no pueden filjar
nitrégeno (47). Ambas mutantes a diferencia de las mutantes en
Rlebsiella no requieren glutamina para crecer ya due como se
menciond, estos genes no controlan la transcripcién de glna.
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transcripcidn} requlacién por
constitutiva adenilacidn
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Figura 4.~ Modelo de los sistemas requlatorios de la asimilacidn
de amonio y la fijacién de nitrdgeno en Azotobacter.

En cuanto a la fijacién de nitrdgeno se sabe que existen

reiteraciones del gene estructural de la nitrogenasa y que estas
reiteraciones corresponden a los genes de la nitrogenasa-1,2 y 3.
La secuencia de los genes nifHDK es muy parecida a la reportada
para Klebsiella, también se ha reportado la secuencias de los
operones nifEN, nifusvM y nifF (49). Una serie de mutantes nif"
aisladas por insercidén de Tn5, han demostrade que algunos genes
son necesarios para los tres sistemas y que otros sdélo para la
fijacién de nitrogeno en ausencia de molibdeno (49).

En cuanto a la regulacidén de la fijacién de nitrdgeno,
primero diré que la presencia o ausencia de los diferentes
nmetales determina cual de las nitrogenasas es la que va a fun-
cionar. Se ha encontrado la secuencia concenso de -24 y -12 en
los promotores de nifH y de nifE. Esta estructura de los
promotores sugiere que estos genes son regulados por ptrA. Las
mutantes en ntrA reportadas son Nif~ (47), estas mutantes carecen
de las tres nitrogenasas. El gene ntrC no esta involucrado en la
regulacién de la fijacivn de nitrégenoc de los sistemas de Mo y
Fe, pero es necesario para la expresidn de la nitrogenasa de
vanadio. Se propone gque el producto de ntre activa la
transcripcion de algun otro gen activador, que a su vez activa el
gen pifH* (de vanadio). Ya que ntrC no activa la transcripcién
de fusiones de nifH*lacZ en E,coli (50). Ademds que el producto
de nifA de Klebsiella tampoco activa la expresicn de las fusiones
de nifH* (de vanadio) lac% en E.coli (50) por lo que se propone
que se requiere de otro activador diferente de nifA para inducir
la expresion de la nitrogenasa de vanadio.

Por ultimo se ha reportado la existencia de un nuevo gen
regqulatorio designado nfrX que regula a nifA (51). Mutaciones en
este gen son Nif . Los genes nifA y nfrX se requieren para la
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expresion de los sistemas de Mo y de Fe (29) (Fig.4).

De esta manera encontramos que en Azotobactexr existe la
reiteracién de la funcidén de nitrogenasa, con la presencia de
varios sistemas dependientes de diferentes metales. Y que existe

una divisién de los circuitos regulatorios pifA y ntrC¢ para ac-

tivar los diferntes sistemas de fijacidén de nitrdégeno.

odopsoeudonona

Rhodopsaudomonas es una bacteria purpura fototréfica, capaz
de fijar nitrdégeno y bidxlido de carbono. Esta bacteria es muy
interesante ya que puede crecer autotrdfica y heterotréficamente,
en la luz o en la obscuridad y en ausencia o presencia de
oxigeno. Y puede fljar nitrégeno en todas estas condiclones.

En este microorganismo la asimilacidén de amonio se efectua
por la via GS-GOGAT. La actividad de la GDH no esta presente
(51).

Cuando Rhodopseudomonas crece en exceso de amonio, la ac-
tividad GS se encuentra muy baja y cuando la concentracidén de
amonio en el medio disminuye o en condiciones de fijacién de
nitrdgeno la actividad de G5 se eleva considerablemente (52). La
GS de este microorganismo se regula por el sistema de
adenilacidén, encontrandose muy adenilada cuando crece en exceso
de amonio. Se ha reportado que la adenilacidén de la GS en este
microorganismo no sdélo esta regulada por la disponibilidad de
amonio, sino también por la intensidad de la luz (53). Ya que
cuando Rhodopseudomonas crece en glutamato como fuente de
nitrégeno, la adenilacidn decrece conforme se aumenta la inten-
sidad luminosa y si las células se someten a un camblo brusco en
la intensidad de la luz, bajandola drasticamente, la GS se
adenila rapidamente. Estos efectos en la modificacién de la GS
producidos por la luminocidad, se interpretan como un reflejo del
estado energético celular, producido por la fotofosforilacidn
(53). Es interesante sefialar que en este microorganismo, 1la
sintesis de la nitrogenasa también esta influenciada por la in-
tensidad luminosa, principalmente durante el crecimiento en
glutamato (54). _

El gene que codifica para la GS de Rhodopseudomonas, ha sido
clonado por complementacidén de mutantes Gln~ de Escherichia coli,
deletadas de este gene (55)., El gen de GS esta contenido en un
fragmento de DNA dae 2Kb, el cual complementa también 1la
‘auxotrofia por glutamina de las mutantes en GS reportadas en

Rhodopseudomonas.

Es importante mencionar que todas las mutantes en GS

descritas en este microorganismo, presentan un fenotipe Nif con-

stitutivo, es decir que tienen desreprimida la sintesis de

nitrogenasa en todas las condiciones de cultivo, aun en exceso de
amonio. Cuando estas mutantes se complementan con el gen estruc-
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tural de la GS, se recupera la regulacién de la nitrogenasa en
amonio (55). Cuando se agrega un exceso de amonio, se induce la
inactivacion reversible de la actividad de fijacidén de nitrdgeno.
Este mecanismo involucra la ADP-ribosilacién de un residuo de ar-
ginina especifico de la nitrogenasa reductasa. Se propone que la
glutamina o un metabolito producto de la glutamina, es el
elemento que Induce la represién de los genes pif, ya que se ha
visto que si las mutantes Nif constitutivas se crecen en 20 mM
de glutamina, la nitrogenasa se encuentra reprimida. Ademas el
hecho de que el inhibidor de la GS, metionina sulfoximina,
abata la inhibicién de la nitrogenasa por amonio en la cepas sil-
vestres, apoya la idea de que la GS cataliticamente activa o que
la glutamina es el efector del sistema de inactivacidén de 1la
nitrogenasa (56). Se ha sugerido que en Rhodopseudomonas la
regulacién por nitrdgeno difere del sistema Ntr de Klebsiella vy
E:.coli, Yy que las proteinas codificadas por ntrC y ntrA no fun-
cionan en este microorganismo (56). No se ha encontrado homologia
de los genes ptrA, ntrB y ntrc de Klebsiella con DNA de Rhodop-
seudomonasg.

En cuanto a la fijacidén de nitrdgeno, se han identificado
una gran cantidad de genes pnif, aproximadamente 16, los cuales se
localizan en cuatro diferentes regiones del cromosoma. Los
operones nif de Rhodopseudomonas parecen estar dispersos entre
DNA que no codifica para genes pif (57). Se ha reportado que en
Rhodopsesudomonas capsulata existen varias copias de los genes que
codifican para la nitrogenasa reductasa(58). Las cuales podrian
funcionar en diferentes condiciones ambientales. Ya que al aislar
revertantes de mutantes Nif~, se ha encontrado que son capaces de
fijar nitrdgeno, reteniendo la mutacién original (58).

En cuanto a la regulacidon de la nitrogenasa, como se

menciond, se sabe que se induce en condiciones de limitacidn de
amonio. Se propone que la regulacidn de la fijacidn de nitrégeno
esta ligada a la glutamino sintetasa (55, 56). Se ha descrito que
el gen nifA se encuentra duplicado y que sdlo una copia es impor-
tante para desreprimir a la nitrogenasa (59).

Azospirillum

Azospirillum es una bacteria diazotréfica que ha sido ais-
lada de la rhizosfera de pastos, plantas monocotiledoneas y
dicoteledoneas, siendo las principales maiz y trigo. Este
microorganismo entra en asociacidn con las plantas. En algunos
casos se ha alslado de raices cuya superficie ha sido es-
terilizada. No forma ningun tipo de estructura diferenciada,
pero si se ha visto que invade los tejidos corticales y vas-
culares del huésped (60).

‘Cuando se aislo por primera vez a esta bacteria se le
clasificé en un nuevo género, Azospirillum al cual pertenecen
cuatro especies diferentes, todas ellas son bacterias GRAM
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negativas, muy méviles, tienen un flagelo polar, se enquistan
cuando el cultivo envejece y contienen glébulos de poli-g-
hidroxibutirato,. Son bacterias capaces de utilizar 4acidos
organicos {(malato y succinato) como fuentes de carbono y de efec-
tuar todos 1los pasos del ciclo del nitrdégeno excepto
nitrificacién. La capacidad de fijar nitrdégeno sdélo se expresa
en condiciones de limitacién de amonio y de microaerofilia (61).
Se ha reportado que Azospirillum provoca un aumento en el
crecimiento de las raices laterales y de los pelos radiculares de
las plantas a las que se asocia. Esta proliferacidn va acompainada
de un aumento en la capacidad de tomar agua y minerales del
suelo, lo cual provoca un aumento en el crecimiento de la planta.
Existe controversia en cuanto a la participacién de Azospirillum
en el metabolismo nitrogenado de la planta. Se propone que
Azospirillum beneficia mds a la planta por su participacidén en la
produccién de fitochormonas que por la fijacidén de nitrdégeno (62).

En cuanto a la asimilacién de amonio se ha descrito la
presencia de las enzimas GDH, GOGAT y GS. Se ha reportado que la
actividad de la GS decrece y la de GDH aumenta en las células
crecidas en amonio y que esta relacidn se invierte cuando se
crecen en nitrégeno molecular. Estos datos 1llevaron a la
proposicién de que en Azospirillum la ruta de asimilacidén de
amonio varia dependiendo de la disponibilidad de amonio en el
medio. De tal manera que en bajas concentraciones de amonio o en
N, el ciclo GS-GOGAT es el que predomina y en altas con-
centraciones de amonio opera la via de GDH (63). »

Reciéntemente se ha reportado la purificacién de la GDH d
"~ Azospirillum, la cual tiene algunas propledades diferentes a las
GDH de otras bacterias. Es una enzima sensible al frio, per-
diendo el 80% de la actividad al incubarse 1h a 0°C. Esta
inactivacién por frio es irreversible. Es una enzima gque puede
utilizar NADPH o NADH como cofactor. Tiene un peso molecular de
280,000 y esta compuesta de seis subunidades de 48,000. Presenta
dos sitios de union para amonio, los autores de este trabajo
proponen que un sitio de unidén a amonio es de alta afinidad y el
otro es de baja afinidad, lo cual permite a la bacteria asimilar
amonio desde bajas concentraciones de amonio hasta muy altas
{64), dandole asi un papel muy importante a la GDH en la
asimilacién de amonio. Pero este reporte entra en controvercia
con un trabajo publicade posteriormigte por Meeks et., al. En
donde con experimentos realizados con ““NH,, demuestra que la via
GS—~GOGAT es la ruta principal de asimilacién de amonio en
Azospirillium, ya sea en condiciones de exceso o de limitacidn de
amonio y que la GDH tiene un papel casi nulo en la sintesis de
glutamato. Esta conclusién se deriva del datc de que cuando in-
hiben a la GS o a la GOGAT se abate completamente la
incorporacion del amonio marcado en cualquiera de las dos con-
diciones mencionadas (65).

En Azospirillum han sido aisladas mutantes en la actividad
de GOGAT, las cuales pueden seguir creciendo en amonio como

fuente de nitrégeno. Este dato parece favorecer a la idea de las.

dos vias de asimilacién de amonio en Azospirilium pero en
realidad estas mutantes son plejotrépicas presentando incapacidad
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de crecer en nitrato, en nitrogeno atmosférico y en fuentes
organicas de nitrdégeno incluyendo glutamato (66). Ademds estas
mutantes tienen reprimida la sintesis de G5 y de nitrogenasa, lo
cual implica alguna alteracién regulatoria, complicando el
andlisis de la asimilacidn de amonio en esta mutante y de la
participacidn de la via GDH.

En cuanto a la GS se sabe que es una enzima con
caracteristicas similares a las GS de enterchacterias, presenta
también regulacién postraduccional por adenilacion (67). El gen
que codifica para la GS ha sido clonadeo y secuenciado,
encontrandose que codifica para un polipéptido de peso molecular
aproximado de 51,000 (68). No se encontrd homologia entre el
promotor de la GS de Azospirillum y los promotores reqgulados por
el sistema Ntr. Este dato sugiere que esta enzima no esta
regulada por las proteinas NtrC y NtrA, como es el caso de la GS
de Azotobacter.

El analisis de los transcritos que hibridizan con glnA, ha
demostrado que en algunos casos la GS se transcribe junto con
otro gen, Andlisis de la secuencia de la regidén 5'del glna,
sugiere la presencia del gen ¢glnB, que codifica para la proteina
pII (69) (Fig. 5). El gen glnB también se ha encontrado unido a
glnA de Rhizobium lequminosarum (70).

Azospirillum = presenta asociacién con plantas.

ntre ntrh ~ glnB glnA } glnA no esta regulado
| } ' por ntrA y ntrc.
o regulacidén por adenilacidn

nifa

YnirHDK *gifE_‘ﬂ:fUS

ixABC

Figura 5.- Mcdelo de la regulacién de la asimilacién de amonio y
de la fijacidn de nitrdégeno en Azospirillum.

En cuanto a la organizacidon de los genes de fijacidn de
nitrdégenc y a su regulacion, se ha reportado la clonacién de los
genes estructurales de la nitrogenasa por homologia con los genes
nifHDK de Klebsiella (71), también se ha encontrado el gene NifE
(67) y el de nifa (69). La nitrogenasa se induce en condiclones
de limitacion de amonio y en microaerofilia. Se han aislado
mutantes en los genes nifA y ntrC,que pueden ser complementadas
con los genes de KRlebsiella, se propone que existe un control
semejante al de Klebsiella para inducir la expresién de la
nitrogenasa (72) (Fig.5).

Por ultino quisiera mencionar que se ha aislado una regidn
de DNA, que presenta homologia con 1la regién f£ixABC de
Bradyrhizobium japonicum. Estos genes estan relacionados con la
fijacion simbidtica de nitrdgeno. Mutantes de Azospirillum afec-
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tadas en estos genes presentan un fenotipo alterado en la
fijacion de nitrégeno (69).

De esta manera hemos visto que en Azospirillum se presenta
una regulacidn independiente de la G6S y de la fijacidn de
nitrdégeno, a semejanza de lo encontrado en Azotobacter. También
vimos que es un microorganismo que tiene cierta relacidén con
plantas y encontramos la presencia de genes fix, indispensables
para la fijacidn de nitrdgeno en bacterias que entran en sim-
biosis.

Anabaena

Anabaena es una cianobacteria, un procariote fotosintético
que tiene la capacidad de fijar nitrégenc. A esta cianobacteria
se le puede encontrar en vida libre o como simbionte con
diferentes plantas como liquenes, algunas cicadaceas, el helecho
Agolla y la angiosperma Gunnera, en donde establece una
asoclacidén simbidética exportando el amonio producto de 1la
fijacién de nitrégeno y la planta le provee de carbono (73).

Cuando este microorganismo crece en ausencia de una fuente
orgdnica o combinada de nitrdgeno, algunas células del filamento
presentan diferenciacién a heteroquistes, esta diferenciacidén se
da a intervalos regulares de aproximadamente diez células. Los
heteroquistes son células que no se dividen y que proveen del am-
“biente microaerdbico nesesarioc para que opere la nitrogenasa.
Presentan una cubierta formada por tres capas, una capa gruesa
fibrosa cuya composicion no ha sido reportada, una capa homogenea
formada por una red de oligosacaridos y una capa laminada com-
puesta de glicolipidos (73). Los heteroquistes son
metabdlicamente dependientes de las células vegetativas, ya que
carecen del fotosistema II y de la Ribulosa 1-5difosfato
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), Por lo tanto requieren de las
células vegetativas para que las proveean de carbono (73).

El metabolisme de nitrégeno en los heteroquistes es muy
diferente al de las células vegetativas. También existen
diferencias entre el filamento de cianobacterias en vida libre y
en simbiosis. ‘ _

La asimilacidn de amonio en Anabaena se realiza por la via
GS=-GOGAT. Los heteroquistes tienen una mayor actividad de G5 y
una menor actividad de GOGAT que las células vegetativas. Se ha
reportado que en vida 1libre el amonio producido por 1la
nitrogenasa en los heteroquistes es asimilado en glutamina y que
esta glutamina es exportada a las células vegetativas, en donde
‘mediante la accion de GOGAT es convertida a glutamato. Asi los
heteroquistes importan glutamato para la sintesis de glutamina
(Fig. 6). Los heteroquistes también importan esqueletos de car-
bono, principalmente malato, de donde obtienen energia para la
fijacion de nitrdgeno y para la asimilacidén de amonio (73).

La GOGAT de Anabaena es una enzima que requiere ferrodoxina
como cofactor (74).
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La GS de Anabaena ha sido purificada a homogeneidad, en-
contrando que es un dodecamero formado de subunidades de peso
molecular aproximado de 50,000, arregladas en dos hexagonos
sobrepuestos uno sobre otro, a semejanza de la GS de B.cgoli (75).
Esta GS no presenta evidencias de regulacion por adenilacidn. Se
ha encontrado que es muy sensible a retroinhibicidn por alanina,
serina y glicina (75).

La actividad de GS aumenta al transferir las células de un
medio ricoc en amonio a un medio deprivado de este metabolito
(75). Se ha visto que la GS de Anabaena tiene dos secuencias
promotoras a semejanza de la GS de Klebsiella, una muy parecida a
la secuencia concenso =-35,-10 de los promotores de enterobac-
terias. Este promotor funciona cuando las células crecen en al-
tas concentraciones de amonio. El segundo promotor presenta una
secuencia en la regidén =-26,-10 muy semejante a los promotores Ntr
activados por ntrA, siendo especialmente similar al promotor
nifH de Anabaena. La transcripcién a partir de este promotor se
realiza cuando las células crecen en ausencia de amonio y en
anareobidsis (76) (Fig. 6).

P, P1.91nA } no se regula por adenilacion,

ntrhA

pif8  nifHnifD GGATTACTCCG  11Kb  GGATTACTCCG nifk

nifHDK
vida libre:
Heteroquiste célula vegetativa
Ny-—e2NH, GOGAT
tf—-glu : 2q1u4#———.;3:?etoglutarato
G8 § . '
glm 2 o = glm
Simbiosis:
Heteroquiste célula vegetal

| C ',zuuj.fmh__mm_. glu y g@

Figura 6.- Modelo de regqulacioén de la asimilacion de amonio en el
filamento de Anabaena en vida libre y en simbiosis.

Por otro lado cuando Anabaena entra en simbiosis con la
planta, los niveles de GS bajan, encontrdndose gue los niveles de
antigeno de GS en el simbionte son dnicamente del 5% de los en-
contrados en vida libre (77). Se propone que el huésped reprime
la sintesis de la GS de Anabaena, de tal manera que el amonio

18




producido por la nitrogenasa, no puede ser asimilado en el
heteroquiste y es excretado a la planta en donde es asimilado por
las enzimas vegetales GS y GOGAT (78).

En cuanto a la regulacién de la fijacion de nitrdgeno,
Anabaena es el unico procariote en donde participan rearreglos
en el genoma durante este proceso. Existen dos rearreglos de los
genes de fijacién de nitrogeno, ambos estan acoplados a 1la
diferenciacisn del heteroquiste(?Q) En Anabaena se ha reportado
la existencia de varios genes nif, entre ellos nifD, nifH, nifk
y nif8. Se ha visto que nifH y pifD se localizan adyacentes y que
a diferencia de Klebsiella nifg se encuentra separado de nifD
por unas 11Kb. Mientras que nif8 se localiza en el extremo 5° de
pifH., Cuando ocurre la diferenciacién a heteroquiste, se presen-
tan dos rearreglos. El primero acerca a _pnifK con nifbD con la
exicidn del fragmento de 11 Kb gue los separaba, dando como
resultado la formacion del operdén RifHDK y el segundo acerca a
Nif8 con otra parte del genoma (79).

El rearreglo de NifD involucra la recombinacién sitio
especifica entre dos secuencias repetidas de 11lpb. Este rearreglo
es muy interesante ya que una de las secuenclas repetidas de 1llpb
se localiza a 330 bases del extremo 5° del gene NifK y la otra
esta dentro del gene NifD. De tal manera que en este rearreglo
se substituyen 27 aminoacidos del gene Nif D, por 43
aminodcidos codificados en una secuencia de DNA que se localizaba
a 11 Kb de distancia. La secuencia rearreglada es muy homdloga a
la secuencia de _NifD de Rhizobium, mientras que la de la célula
vegetativa no presenta homologia (79).

Frankia

Frankia es un actinomiceto capaz de fijar nitrdégeno, que

efectua simbiosis con algunos Aarboles. La infeccidn de la planta
por esta bacteria filamentosa se puede dar por deformacién de la

ralz e invasidn o por penetracién de la epidermis por 1los:

espacios intercelulares y penetracién de las cdlulas corticales.
Dentro de las células corticales, la bacteria se diferencia en
filamentos ramificados los cuales terminan en vesiculas, Es en
estds vesiculas en donde se expresa la nitrogenasa (80).

En _Frankia la asimilacién de amonio procede por la via GS-
GOGAT. Se ha reportado la presencia de dos GS; en donde la GS II
es muy parecida a la GS II de Rhizobium en su secuencia
nucleotidica (81). La GS I se encuentra presente cuando las
ceélulas se crecen en amonio, pero se encuentra ausente en con-
diciones de fijacién de nitrogeno. En cambio la GS II se en-
cuentra muy elevada en condiciones de fijacidén de nitrdgeno en
vida libre y en las vesiculas aisladas de las plantas. La GOGAT
es una enzima dependiente de NADH, se encuentra presente en con-
diciones de exceso y limitacidén de amonio en la hypha, pero es
indetectable en las vesiculas (81). La aucencia de GOGAT en las
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vesiculas ha llevado a la propocisidén de que la asimilacidén de
amonio esta bloqueada en simbiosis, debido a una limitacion de
substrato para que actue la GSII,

En cuanto a la fijacidén de nitrdgeno se conoce muy poco
respecto a la estructura y requlacidén de los genes _nif. Se han
aislado los genes gque codifican para la nitrogenasa reductasa.
Los genes nifH y nifD estan contiguos. También se ha identificado
a nifkx Yy a nifA. Se ha secuenciado a nifH y se ha visto que las
secuencias nucleotidica y de aminodcidos son muy parecidas a la
secuencias de Anabaena, R.meliloti y K.pneumoniae (82).

Rhizobium

Las bacterias del género Rhizobium establecen asociaciones
simbidéticas con especies vegetales de la familia leguminosas.
Rhizobium ha sido agrupado dentro de la familia Rhizobjiaceae,
cuyas caracteristicas globales comprenden a otras bacterias
aerobicas, GRAM negativas, moviles presentando ya sea un flagelo
polar ¢ subpolar o bien de dos a seis flagelos. Estas bacterias
interaccionan con las raices de las plantas leguminosas para for-
mar nodulos en los que se lleva a cabo la fijacion de nitrdgeno.
Para que se forme un ndédulo es necesario gque exista un
reconocimiento especifico entre la bacteria y la planta y que
Rhizobium penetre por los pelos radiculares hasta la corteza de
la raiz, donde pasa a través de la pared celular, guedando
englobado en vesiculas membranosas dentro del citoplasma vegetal
(83). En la formacion del nédulo existe una marcada proliferacién
de las células de la corteza radicular y un proceso de
diferenciacidn de ambos participantes. E1 Rhizobium sufre cambios
morfoldgicos y metabdlicos. Se hace mas grande y de forma
irregular, esta forma se conoce como bacteroide y es este el que
se encarga de la fijacidén de nitrdégeno atmosférico. Los bac-

teroides no se dividen y presentan grandes cambios en su metabo-~
lismo de carbono y de nitrdégeno como se vera mds adelante.

Las diferentes cepas de Rhizobium se han clasificado en
tres géneros, Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhiscbium. Este ul-
timo presenta caracteristicas muy especiales, ya que es capaz de
inducir nddulos en las raices y en los tallos de Sesbania
rogstrata. La nodulacidn en los tallos es muy abundante e insen-
sible a la presencia de nitrégeno combinado en el suelo (84). Por
otra parte Azorhizobium es capaz de fijar nitrégeno en vida libre
y de crecer con este nitrdgeno.

La asimilacion de amonio en Rhigzobium procede unicamente por
la via GS-GOGAT, la actividad de GDH esta ausente o es muy baja
{85), encontrandose gque el papel de la GDH es nulo en la
asimilacion de amonio en Rhizobium. Todas las mutantes
~auxotrofas de glutamato reportadas estan afectadas en la ac-

20

h

14

P



tividad de glutamato sintasa y ninguna presenta alteracidn en la
GDH (86,87,88,89,90). De las mutantes en GOGAT reportadas las de
Azorhizobium caulinodans y B.japonicum presentan un fenotipo Fix~
y las de R.meliloti y la de R.sp 32H]1 presentan fenotipo Fix'. El
gene que codifica para la 30GAT ha sido aislado en Azorhizobium
caulinodans (91) y en Rhizobium sp (92), en ambos casos se ha

visto que el gene glt es independiente del sistema de requlacicn |

general de nitrégeno Ntr.

En cuanto a la GS se sabe que Rhizobjum posee dos GSs 1las
cuales se han caracterizado por su diferente migracidn
electroforética y por su diferente peso molecular, siendo la GS I
mayor que la GS II (93). Unicamente en Azorhigobium caulinodans
se ha reportado la ausencia de GSII (84,86). Reciéntemente ha
habido controversia en cuanto al numero de GS que poseen las
Rhizobeaceas, vya gque hay grupos gque han reportado 1la
purificacién de tres formas de GS, utilizando columnas de DEAE-
celulosa (94). Ademds otros grupos han encontrado tres genes que
codifican para GS (95,96)}. El tercer gen descrito para GS, 1lo
aislaron por complementacién de mutantes Gln~ de Klebsjella y de
B.,coli, pero no se expresa en Rhizobium. Se ha propuesto que este
es un gen criptico en Rhigobiug.

La GS I es muy parecida a la GS de enterobacterias en
relacioén a su estructura oligomérica de dodecdmero, en su secuen-
cia nucleotidica (97) y de aminodcideos (98) y en su regulacidn
post~-traduccional por el sistema de adenilacidn (85,86). La GS I
se transcribe constitutivamente de un sélo promotor bajo
diferentes condiciones de cultivo (98,99) . El promotor de la GSI
presenta una estructura muy similar a la secuencia concenso
-35,-10 de los promotores de entercbacterias (99). A diferencia
de lo encontrado en Klebsiella y E.coli, en donde glnA presenta
dos promotores, el promotor Py tiene el concenso =35, =10 y el
promotor p, es semejante a los promotores regulados por ntrhA, con
la estructura caracteristica de -26, -10. Asl la GSI de este
microorganismo no esta regulada por el sistema general de
nitrdgeno. Las mutantes en los genes ntrA y ntrc descritas no
presentan modificacidén en cuanto a los niveles de induccidn de 1la
GSI. Las mutantes estructurales-en el gen de GSI (glnd),
descritas en R.mglilotl, crecen bien en amonio como fuente de
nitrégeno, utilizando la actividad de la GS II, y presentan un
fenotipo Nift, Fix (97). Mientras que las mutantes en GSI de
Azorhigobium gaulinodans resultan en un fenotipo Asm™ (debido a
la ausencia de actividad de GSII) y son Nif~ Fix~. Este dato ha
llevado a la proposicién de que el establecimiento de ndédulos
efectivos para la fijacidén de nitrégeno, requiere de una
asimilacion de amonic eficiente (84).

En cuanto a la GSII se sabe que es una enzima muy diferente
de las GSy reportadas en otros procariotes, en relacidén a su
estructura, a reaccliones de inmunoprecipitacidn y en que no se
regula por el sistema de adenilacién. La GS II tiene un peso
molecular menor que el de la GSI, se calcula gque el peso
molecular de cada subunidad de la GSII de Bradyrhizobium
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japopicun es de 36,000 mientras que la GSI tiene subunidades de
59,000 (85,102). En cuanto a la estructura de la GSII se ha
propuesto gue es un pentamero (85), aungque también se ha sugerido
que presenta una estructura de octdmero (102). La GSII es una
proteina termosensible, perdiendo su actividad cuando se incuba
en altas temperaturas, la vida media a 50°C es de 33 min. en
B.japonicum (1031), de 10 min. en _R,fredi (85), de 13 min. en
R.trifoli (103).

Se ha propuesto que la GSII es una enzima de origen
eucaridtico. Sugiriendo que la planta fue la fuente de donde
Rhizobium obtuvo el gen que codifica para esta enzima. Esta
proposicién se basa en el dato de la secuencia de aminodcidos
que se obtiene a partir de la secuencia nucleotidica, es 47%
homdloga a la secuencia de la GS de plantas (102). Esta
proposicidn abre muchas preguntas acerca del fendmeno de trans-
ferencia genética de eucariotes a procariotes. Se ha reportado
que la GSII de Frankia es muy parecida a la GS II de Rhizobium
(81) . Estos dos microorganismos establecen simbiosis con las
plantas, infectando las células corticales, en donde se diferen-
cian para convertirse en organismos especializados para la
fijacién de nitrégeno. Seria interesante proguntar si el hecho
de infectar las células corticales fue el punto de contacto que
favorecid la transferencia genética de eucariotes a procariotes.
Asi como cudl fue el fin o el motivo de esta transferencia
génica, o si la GSII es indispensable para la fijacidén de
nitrégeno.

La GSII es una enzima que tiene un respuesta muy grande a la
disponibilidad de nitrégeno en el medio ambiente. Se ha reportado
que la actividad de GSII decrece al agregar un exceso de amonio
al medio de cultivo (85,102,104,105). Esta enzima no es sucep-
tible a inactivacidén por adenilacién.

- La actividad de GSII se induce en condiciones de limitacion

de amonio (99). En Bradyrhizobium japonicum se ha encontrado que
la reqgulacidén de esta enzima se da a nivel de transcripcidén (99)

'Y que el gene de GSII presenta un promotor muy semejante al de

los genes nifR, nifDK y_nifB, presentando la secuencia concenso
de =-26,~8, de los promotores que son activados por la RNA
polimerasa unida al factor ¢ codificado por ntrA. Ademds se ha
encontrado una secuencia en -103,-119 semejante a la secuencia
concenso a la cual se une NRy (el producto de ntrc) (99). Por lo
que se propone que la GSII de R hizobi estd requlada por el sis-
tema de control Ntr, que reacciona a la disponibilidad de
nitrégeno en el medio ambiente. Mutantes en el gen ntrc repor-

tadas en R.meliloti (95) y B.japonicum (106), han confirmado esta

proposicion ya que carecen de actividad de GSII.

Las mutantes estructurales en el gen glnII descritas en
R.meliloti (101) y en B.japonicum (99) son protdtrofas para
glutamina, son capaces de crecer en nitrato como fuente de
nitrégeno y nodulan efectivamente. En cambio las dobles mutantes
glnA-glnII- descritas tienen fenotipos contrarios, ya que en
Bradyrhizobium se ha reportado que resultan en un fenotipo Asm~
Nod™ Fix~ y en Rhizobium melilot]l presentan un fenotipo Fix~
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Se ha propuesto que la asimilacién de amonio en los bac-
teroides esta reprimida, ya que la GSI se encuentra adenilada
mientras que la actividad de GSII es indetectable (107,108), de
tal manera que el nitrdgeno que fija el bacteroide no es
asimilado y es excretado a la célula vegetal (109). En
B.japonicum se reportd que la actividad de la GSII decrece en
condiciones de microaerofilia (110). Por lo que la aucencia de
actividad de GSII en los bacteroides podria deberse a las con-
diciones microaerdbicas del nodulo. Recléntemente Adams y Chelm
publicaron que si existe transcripcidn del gen glnII en bac-
teroides de Bradyrhizobium japonicum aislados de ndédulos, asi
como en bacterias crecidas en condiciones de microaerofilia, por
lo que estos autores proponen que si la GSII no esta activa en
estas condiciones, es posible que se deba a que esta enzima este
requlada por algun mecanismo post-transcripcional desconocido
(111).

El gen que codifica para NR;y ha sido aislado en R. meliloti
(101), en Azorhizobium caulinosans (100) y en Bradyrhizobium
japonicum (106), por homologia con el gen ptrC de Escherichia
coli. Mutantes en este gen presentan incapacidad de crecer en
nitrato como fuente de nitrdgeno. Estags mutantes no presentan

cambios en la regulacién de la induccién de la GSI y son in-

capaces de expresar actividad de GSII, tal como se habia descrito
para las mutantes ntrC¢ de Agrobacterium las cuales tampoco ex-
presan la actividad de GSII (112).

Respecto al gen de ntrA se ha reportade su clonacidn en
R.meliloti (113), mutantes en este gen son lncapaces de crecer en
-nitrato, estan afectadas en €l transporte de d&cidos
dicarboxilicos y en la activaclén de los operones nif en con-
diciones explanta y en el estado simbidtico, por lo que son Nif
Fix . _

En relacion a la fijacién de nitrdgeno se ha encontrado que
en algunas especies de Rhizobium los genes nif se encuentran en
plasmidos grandes, mientras que en Bradyhizobium se encuentran
en el cromosoma . Los genes estructurales de la nitrogenasa
ni£fHDK son muy conservados entre las diferentes especies de
Rhizobjum. En algunos tipos de Rhizobium estos genes se en-
cuentran reiterados, encontrdndose activas las diferentes copias,
de tal manera que para tener mutantes estructurales en la
nitrogenasa se requiere mutar todas las copias (114).

En cuanto a la regulacidén de los genes nif se sabe que los
productos de pifh y ntrA son indispensables para inducir la
expresién de los genes nif. Es importante mencionar gue en

Rhizobium al igual que en Klebsiella, Azotobacter y Anabaena el
promotor de nifH tiene la secuencia concenso reconocida por el
factor ¢ de la RNA polimerasa codificado por ntrA y que en todos
estos microorganismos incluyendo ademdas a Azospirillum y a
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Frankia, la transcripcion a partir de nifH también depende de la
presencia del producto de nifA.

En R.meliloti el producto de ntrC sélo se requiere para la
expresion de los genes nif explanta, ya que mutantes en este gene
no fijan nitrégeno en cultive y si en simbiosis (101). El
producto de nifA es indispensable para la expresion de la
fijacién de nitrégeno en simbiosis (101). Se podria sugerir que
en Rhizobium se presentan dos diferentes vias para regular la
expresidén de la fijacién de nitrdgeno, dependiendo si la bacteria
se encuentra en estado simblético o en vida libre,.

Se ha reportado que el producto de nifA es sensible a
oxigeno (115) y que la expresidn de nifA se induce en condiciones
microaerdbicas (116), a diferencia de EKlebsiella en donde el
producto de piflL es el que es sensible a oxigeno y pifA no
presenta ninguna modificacién por oxigeno.

En Rhizobium meliloti se ha propuesto un modelo de regulacidn
de cascada para la induccién de los genes nif y _£fix. En este
modelo se propone que cuando se tienen condiciones de
microaeroblosis, se induce la expresiéon de nifp y de fixN. La
regulacién de estos genes es dependiente de los genes f£ixIJ. Asi
£ixLJ activan la transcripcién del promotor de nifA y nifA a su
vez activa la transcripcién de los otros promotores pif y f£ix.
Asi los productos de los genes fixLJ substituyen a los de los
genes ntyBC en la induccién de la funcidén Nif (Fig.-7). El
andlisis de la secuencia de f£ixLJ ha mostrado que estos genes
presentan homologia con los sistemas regulatorios de procariotes
(sensor/regulador) (117).

Por otro lado Azorhizobjum caulinodans presenta una situacién
especial, ya que como se mencioné, esta bacteria es capaz de
crecer en condicliones de fijacién de nitroégeno y asimilar el
amonio producido por la nitrogenasa. En EKlebsiella se ha en-
contrado una coordinacién en la regulacién de los dgenes in-
volucrados en fijacién de nitrégeno y los de asimilacidn de
amonio, mediante el sistema Ntr. En A,caulinodans no parece ser
el caso, ya que mutantes ntrC , presentan regulacidén silvestre de
GSI y de GOGAT (100). Ademds esta mutante presenta una fijacidn
de nitrdégeno en vida libre de sélo el 10% de la cepa silvestre y
tienen un fenotipo Fix retardado. La expresién de NifA en las
mutantes ptr¢~ de A.caulinodans sélo se reduce a la mitad, Se ha
sugerido que existe otro gen que controla la expresidon de nifh,
ya que las mutantes ntr¢~ siguen respondiendo en la expresiodn de
nlfA, a la presencia de amonio en el medio, Asl se ha propuesto
que los productos de los genes ntrYX estan involucrados en la
regulacion de nifA (84).

Por ultimo quisiera comentar acerca de la fuente de carbono
gue utiliza el simbionte para satisfacer la demanda de energia
tan grande para la conversién de N, en amonio. En base a que los
bacteroides no metabolizan glucosa’y si Acidos dicarboxilicos, se
ha propuesto que el succinato u otro acido dicarboxilico es la
fuente de carbono que la planta da al bacteroide. Se han aislado
mutantes en el transporte de succinato que resultaron ser in-
capaces de fijar nitrdgeno (118), lo mismo que mutantes en la
succinato deshidrogenasa (119). Se ha demostrado gque el succinato
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es metabolizado a glutamato en los bacteroides (120) lo cual ha
llevadeo a la proposicion de que el glutamato es un substrato
respiratorio en los bacteroides {121), encontrdndose que mutantes
que no degradan gluamato son Fix~ (122). El andlisis mas
detallado de esta proposicion servird para entender mas acerca de
la interaccidn planta-bacteria en el nédulo.

Py glnd P, glnIl asimilacion de

- T nitrato
transcripciony regqulacion
constitutiva [ por adenilacion ®
ntrc—=NRy | fixly

. ¢
atra—m 090 - FixJ
é? sencible a o,

nifN
Figura 7.- Modelo de regulacidén de la asimilacidn de amonio y 1la

fijacidén de nitrdgeno en _Rhizobium peliloti.
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OBJETIVOS

En esta revision hemos visto los diferentes mecanismos que
tienen 1las bacterias fijadoras de nitrégeno para regular este
proceso y acoplarlo al de asimilacidn de amonio.

En Klebsiella se ha visto gue estos dos procesos estan
acoplados y finamente regulados por un sistema de cascada en el
cual participan diferentes proteinas regulatorias, codificadas
por genes ntr y gln y que la senal para inducir la expresidén de
la fijacidén de nitrdgeno esta dado por cambios en las pozas
intracelulares de a-cetoglutarato y glutamina. La glutamino sin-
tetasa, la glutamato deshidrogenasa asi como los genes pif estan
regulados por el sistema general de nitrégeno (Ntr).

En los demds microorganismos presentados en esta revision se
encuentran variaciones de este modelo de regulacidén. Podemos
decir gue en ninguna otra bacteria se presenta una regulacién
idéntica a la presentada por Klebsiella. .

Asi por ejemplo en Azotobacter, que es otra bacteria
diazotrdéfica, la glutamino sintetasa no esta regulada por el sis-
tema Ntr, sin embargo la GS de esteée microorganismo es muy
parecida a la de Klebsiella, en su estructura y en su regulacidn
por adenilacién. En cuanto a los genes nif, esta bacteria
presenta tres nitrogenasas Yy solo una de ellas esta regulada por
el sistema Ntr. Para inducir la expresién de los otras dos
nitrogenasas se ha descrito la presencia de un nuevo dgen
regulatorio (nfrx).

En las bacterias que establecen relacidn con las plantas

(Azospirillum, Anabaena, Frankia y Rhizobium) la requlacién de
estos procesos también presenta grandes diferencias a lo repor-
tado en Klebsiella. Ya que por ejemplo se ha descrito la exis-
tencia de otros genes que son indispensables en el proceso de
fijacidn de nitrdgeno en condiciones simbidticas, como los genes
fix descritos en Azospirillum y en Rhizobium, Por otro lado la
interaccidén con plantas involucra el intercanbio de senales
regulatorios entre la planta y la bacteria. En algunos microor-
ganismos (Anabaena y Frankim) la asimilacion de amonio se bloquea
cuandc entra en simbiosis con la planta, cosa que no ocurre
cuande fijan nitrdgeno en vida libre.

Rhizobium es una bacteria que interacciona con las plantas
"lequminosas, en este microrganismo la regualcidén de la fijacion
de nitrdgeno y la de la asimilacidén de amonio presentan muchas
peculiaridades. Primero que en el proceso de asimilacidén de
amonio, participan dos glutamino sintetasas. La GSI es muy
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parecida a la GS de Klebsiella, en cuanto a su estructura y su
regulacién postraduccional, pero a semejanza de la GS de
Azotobacter y Azospirillium, esta enzima no esta regulada por el
sistema Ntr. La GSII es una enzima muy parecida a la GS de plan-
tas y esta regulada por el sistema Ntr. La GSII de Frankia es
muy parecida a la GSITI de Rhigobium. Estos dos microrganismos
infectan las células corticales de la planta. En dohde se
diferencian para producir un organismo especializado en la
fijacion de nitrogeno. Seria muy interesante preguntarse si el
hecho de infectar las células corticales fue el punto de contacto
que favorecid la transferencia gendtica. Asi como cual fue el
motivo de de esta transferencia de informacion y si la GSII juega
un papel importante en la diferenciacién y en la simbiosis.

En cuanto a la regulacién de la fijacidén de nitrdgeno en
Rhizobjum, se sabe que los genes ntrA y nifA juegan un papel muy
importante en la induccién de los operones nif y gque ntrc no par-
ticipa en la regulacién de pifA en simbiosis, sino que se ha
descrito la presencia de otro gen regulatorio (fixJ) encargado de
inducir la expresién de nifA.

En Rhizobjum la fijacién de nitrdgeno se induce en simbiosis
en donde la bacteria se diferencia a bacteroide. Este es un
proceso muy complicado que involucra la interacciodn con la
planta, intercambio de seflales para dar como resultadc la
formacién de nddulos con bactercides que fijen nitrégeno. El me-
tabolismo de carbono y de nitrégeno de la bacteria juega un papel
fundamental durante el desarrcllo de la simbiosis y la diferen-
ciasion a bacterocide. Rhizobium debe de estar en un estado
metabdlico especial para responder a las sefiales de la planta.

Asi el estudio del metabolismo de carbono y nitrégeno de la bac-

teria en vida libre, podrd dar a conocer como responde la bac-
teria a diferentes estimulos. Esto nos podria llevar a simular
las senales de la planta y lograr diferenciar a Rhizobium ex-
planta. '
Podemos decir que el amonio es una sefial metabdlica durante
la simbiosis, ya que se ha reportado que la presencia de una
fuente de nitrdégeno combinade en el suelo, se suprime 1la
- nodulacién. También se ha visto que el amonio reprime 1la
expresion de los genes nod de la bacteria, _

En este trabajo se presentara un estudic de la asimilacidén
de amonio desde diferentes puntos de vista de la bacteria
Rhigobium phaseoli. Esta bacteria se caracteriza por interac-
cionar con la leguminosa Fhamseolus vulgaris. En el Centro de
Investigacidn sobre Fijacién de Nitrdgeno, existe un especial in-
teres en estudiar a esta bacteria. Dado la importante repercucién
econémica que pudiera tener el mejorar esta relacién simbidtica
en el cultivo del frijol.

Nosotros nos preguntamos por que Rhizobium solo asimila el
‘amonio por la via GS-GOGAT, es esta una condicidn imprescindible
para el establecimiento de la simbiosis efectiva. Asi como que
pasaria con la relacion planta-bacteria si se diera un cambio en
la ruta de asimilacidon de amonio, mediante la presencia de otra
enzima que incorpore amonio, como la actividad de GDH.

' Por ultimo nos interesa saber cual es el papel que juega la
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GSII en esta interaccién. También el por que de la existencia de
dos actividades de glutamino sintetasa en Rhizobium. En Rhizobium
phaseoli se ha descrito que en la regidén 5' de los genes estruc-
turales de la nitrogenasa, existe la secuencia reconocida por
ntrA. En B.japonicum también se ha descrito esta secuencia antes
del gen glnlI. Se podria proponer que la GSII y la nitrogenasa
estan sujetas a requlacién positiva por el mismo sistema. Sin em-
bargo se ha decrito gque en condiciones de m&xima induccidn de la
nitrogenasa en simbiosis, no hay actividad detectable de
GSII. Sin embargo se ha reportado que es posible detectar
transcrito de glniII en los bactercides (111). Con el proposito
de entender los mecanismos que pudieran regular la actividad de
GSII durante la simbiosis, se estudiara la posible regulacidn de
esta enzima por mecanismos postraduccionales. Asi mismo se
buscardan mutantes que afecten la actividad de GSII y se
analizaran los efectos que produce la ausencia de GSII en

Rhigzobium phaseoli.
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RESUTADOS

Los resultados de este trabajo serdn presentados en la forma
de tres articulos. Los dos primercs han side publicados en la
revista Journal of Bacteriology, volumen 170 y el tercero es un
manuscrito, el cual esta listo para enviarse a publicacidn en la
revista Molecular and General Genetics,

Los titulos de laos articulos presentados son:

I.~ Ammonium assimilation in Rhizobium phaseoli by glutamine
synthetase-glutamate synthase pathway. Alejandra Bravo and Jaime
Mora. 1988. Journal of hacteriology 170 : 980~984.

2.~ Introduction of the Escherichia coli gdhA gene into
Rhizobiup phaseoli : effect on nitrogen fixation. Alejandra
Bravo, Baltazar Becerril and Jaime Mora. 1988. Journal of Bac-
teriology 170 : 985-988.

3.- Isolation and characterization of a Tn5 induced mutant of
Rhizobium phaseoli affected in the GSII activity and nitrogen
fixation. Alejandra Bravo, Luz Maria Martinez, Jorge ‘Calderdn and

Jaime Mora. 1989. \ |
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Evidence from in viteo und in vivo studles showed that in Rhizebium phaseoli nimonivm is assimmibated by
the glulamine synthetase (GS)-glutamute synthuse NADPH puthwny. Na glutwmate dehydrogenase sclivity was
detected., K, phaseali hus two GS enzymes, as do other rhizobia, The two GS activities are regniated on the basis
of the requirement for low (G5 or high (GSID anmoniem assimilation, When the 2-oxogiutarate/glutamine
ratio decreases, GSI is adenylylated. When GS1 is inactlvated, GSH is induced. Bnwever, tnductlon of GSII
acttvity varicd depending on the rate of change of this ratlo, GSI1 was inuctivated sfter the addition of high
ammoninin concentrations, when the 2woxoglutarate/glutamine ratlo decreased rapidly. Annumonium inactiva.
tlon resulied in alteration of the catslytle and physical praperties of GSHL, GSI inactivation was not relieved
by shifting of the cultures to glutamate. After GS1 jnactivation, wimonhim was excreted Into the medivm,
Glutanale synthase octivity was inliibited by some wrpanic acids and repressed when cells were grown with

glutamate as the nitrogen sonree,

It is generally accepted that ammonium assimiiation in
rhizobia proceeds mainly through the gluthmine synthetase
(GS)-ghitamate synthase (GOGAT) pathway (6, 13, 15,
19-21). However, in contrast with other bacteria, rhizobium
comtains two forms of GS, and this presemts additional
complexity in the study of ammoniunt assimilation. The GSI
enzyme is similar to the enzymes found in other gram.
negative bacteria in regard to its monomeric and aligomeric
structure, postranslationa! regulation, and amino acid se-
quence (5, 6, 25). The GSII enzyme hus a lower molecular
weight und is heat labile (6, 7, 10, 16). Recently, in Brady-
rhizobium japonicum, the gene coding for GSH was cloned,
the enzyme was purified, and it was found that its amino acid
sequence more closcly resembles that of plant GS than tha
of bacterial GS (4). The function of the two GS forms from
thizobin in the free-living state and during symbiosis rematins
controversial, since there are several reports aboul the
regulation of GS in chizobin, without distinction hetween the
two GS activities (13, 15, 19, 20, 27,

Other stitdies by Darrow (6) and Ludwig (16) showed thit
annnonivm has a strong negative modulation etfect on GSII
and a minor eflfect on GSE GSY fram free-living rhizobia (6,
16) and bacteroids (3) was mainly regulated by adenylyla-
tion. However, Howitt et al. (11) reporicd that, aithough
GSH was severety repressed when rhizobia were grown on
ammosium, GSI had the same biosynthetic activity, regard-
less of the adenylylation slate of Lhe enzyme (11).

Glutamine auxothrophs have been isolmted in Rhfizobium
caowpea 3211 and R. meliloti (13, 16), but the number of
mutations responsible for these phenotypes remains uncer-
tain.

Carlson et al. (5) and Somerville and Kaha (25) have
isojated the GSI genes from B, japontcum and R, melifoti,
respectively, The GSI gene of 8. juponivim was constitae
tively transcribed in different nitrogen conditions (5). The &,
melitoti GS1 gene has been interrupled in vitro and used to
replace the normat GSIE sequence in R, melilosi (25). 1t was
found that, in this mutant strain, GSH can support growth on

* Corresponding author.
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misinial medivm with NH,CL as the nitrogen source. More-
over, this mutant strain was unatfected in its nodutation and
nitrogen fixation of Medicago sativa (25),

To establish the operation and function of the enzymes
that assimilate ammoniuny in R, phaseali, il is necessary to
corrclate the activities Tound in vitro with in vivo experi-
ments and fearn how the enzymes are regulated,

We studied for the first time how ammonium s assimilated
in the free-iving state in R. phasvoli. We show here which
enzymes participate in vivo in this process, how they are
regulated, and that GSI has 4 function ditTerent from that of
GSlt.

MATERIALS AND METHODS

Strain. The R, phascoli wild-type stiin CEN42 was used
in s study (22, _

Growth conditions. Batch cultures of R, phaseoli were
grown al 30°C and shaken at 175 epm. For growth on minimal
medium (MM; 2), celis previously grown overnight on it rich
mediin (PY) comtaining 1.5% peptone, 0.1 yeast extract,
and 07 M CaCly were washed twice and used as an
inoculun after being diluted 25-fold nund adjusted to an
optical density of 0.05 it 540 nm. The nitrogen and carbon
sources tn MM were used at 10 mM, Growth was monitored
by measurement of the optical density at 540 mn and by
protein determination by the Lowry method,

Determinatlon of GOGA'T activity, Cell extruncts were

prepared by grinding whole cells in 0.1 M KC1-0.5%: 2- .

mercaptoethanol (pH 7.6) with a Braun homogenizer and
(L1-mm (dinmeter) giass beads. Extracts were desalted by
being passed through a Sephadex G25 column (1 by 10 cm)
which was equilibrated and cluted with the extraction solu-
tion. ‘Fhe voided volume (ractions, which contained (he
protein peak. were pooled and vsed as the enzyme source,
GOGAT activity was detecied by mensuring the oxidition of
NADPH at 340 min, The activity was measured in a 1-mi
reaclion mixture containing 50 mM HEPES (N.2-hydroxy-
ethylpiperazine-N'-2-ethancesuifonic acid), 1% 2-mercapto-

ethanol {pH 8.5), 3.65 mM glutamine, 3 mM 2-oxoglutarate,

0.2 mM NADPH, and .1 mt of cel extract. Specific activity
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TABLE 1. Specilic activities of ammonivim assimidation
enzymes in R. phaseoli during growth
under dilferent culture conditions

5p act (L/mg of profeint

Enzyme
ia g MM
[#3.1] 258 2
GSli ND 15
GOGAT H »n

“ Cells were prown fur 12 h on PY or MM with succinate plus NIELCL
GOGAT and GS specific activities were deiennined a) 12 h of growth by the
blosynthetic avsay. NIY, Not detected.

wis expressed as units per miltigram of protein: 1 U repre-
sents 1 nmol of NADPH oxidized per min.

Determination of GS activity, GSIand GSIE activities were
assayed with whole cells or celd eximcts, Whole cells were
prepared by suspension in 10 mM imidazole hydrochlorille-
L0 mM MnCl, (pH 7.00 and permeabitized with 0.1 mg of
ceryltrimethylimmonium bromide per ml. Cell extructs were
prepared by grinding whole cells as described abave, in 10
mM imidazole hydrochloride-0.5 itM EDTA (pH 7.0,

GS was measured by its translerase and synthetase activ-
ities as described by Bender et al. (1), Specific activities
were expressed as units per milligram of protein: 1 U
represents I nnal of y-glutamyl Eydroxamate produced per
min, The two GS activities were distinguished by their
dilferent heat stabilities for | h ay S0°C (1) and their different
sedimentations on sucrose density gradiemts as described
below. The adenylylation state of GSI was determined by
calculntion of the mlio of (ransferise activities measured in
the presence and absence of added Mg®* as described by
Shapiro und Stadtman (24), _

Sucrose gradient sedimentatlon, Cell exiracts were layered
over a § 10 20% continuous sucrose gradient and centrifuged
for 3 b in an SW5S rotor at 240,000 x g in a Beckman
ultracentrifuge as previously described (6). After eentrifuga-
tion, fractions were collected from the top of the tbe, and
-GS transferase and synthetase activities were determined in
each fraction, GSI and GSII were ideniificd by heating tor |
h at 30°C.

Metabolite determinatton. Cell samples for amino scid
anilysis were suspended in 80% ethanol, boiled for 10 nin,
and disrupled as described above, Cell debris was removed
by filtration with 0.22-pm (pore size) Millipore membrune
filters, The filtrates containing the free amine acids were
lyophitized and separated with an Aminco amino acid ana-
lyzer as previously described (12). -

2-Oxoglutarate was extracted by suspension of the cells in
1 ml of cold 0.3 N HCIO -1 mM EDTA and neutratiziion 1o
pH 7.0 with .1 mt of | M K.HPO~01.1 mt of 10 M KOH.
2-Oxoglutarate was determined in the clear supernitant
obtained afler centrifugmicn by measurement of the initial
rite of optical density change at 340 ni with 140 diluted
bovine glutante dehydrogenase (GDH) as previously de-
scribed (26). ' '

Samples of the medium were collecied, and ammonium
was measured with an Orion (Cambridge, Mass.) clectrode
as previously reported (8).

RESULTS
Growth sod ammonivm assimilation enzymes, The activi-

ties of GSI, GSH, and GOGAT were measvwred in R,
phaseoll grown on I’Y‘ or MM. Ali of the celi nitrogen
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incorporated on MM (succinate plus NH,Cl} comes from
ammonium assimilation, in contrast 1 what occurs on 'Y,
‘The enzyme activities found in each medium are presented
in Table 1. GSI biosynthetic activity was present on PY snd
almost absent on MM. In contrast, GSI was present on MM
and was not Jetected on PY medium, GOGAT activity was
higher on MM than on PY, and no GDH activity was
detecred even in 100-fold-concentrated cebl extracts with six
different extraction buffers in cells grawn an differeny carbon
und nitrogen sources.

GOGAT uctivity required NABPH s o cofuctor. Azase-
rine or t.-methionine sulfone inhibited all GOGAT activity in
vitro (3a). As reported for GSH from other rhizobia, this
enzyme is thermolabile (7, 10, 16} and was inhibited by
methionine sulfoximine {(data not shown).

R, phaseoli growth inhibition by § mM 1L-methiapine

 sulfone and s reversal by odded glutamate indicate that

GS-GOGAT is the only pathway for ammonium nssimilation
in this organisit.

The time courses of GSIund GSH activities were moni-
tored on MM with glutamae as 1he pitrogen source, with
which R. phaseoli grew with u 3-h doubting time similar 10
that obtained with ammonium (Fig. 1A). GSI adenylylation
increased during exponential growith (Fig, 1A) and, as a
consequence, the biosynthetic activity of this enzyme was
very low after 12 h of growth (Fig. 1B): however, the
transferase activity was high and constant (Fig. 1C). In
contrast, GSII wansferase and synlhetose activities in-
creased from nondetectable to very high tevels during expo-
nemial growth and started decreasing, before renching the
stationiry phase, to undetectable values afier 24 b of incu-
bation (Fig. 1} and C). This regulatory pattern of GS was
also observed it four other strains of R. phaseoli (dala pot
shown).

We also found that these different activities of GSI and
GSH during growth on MM carrespond 1o the peak sizes
expected for GSIand GSIE when they are sedimented in
sicrose gradients, 'The Jarger GS1 sedimented faster than the
smaler GSIL (Fig. 2A).

GS and GOGAT actlvitles under different ulirogen condi-
tons, ‘Transferase and synthelase GSH goivities in MM
depend on the nitrogen source present in the ntediem (Fnble
2). The highest levels of GSI activity were found in celis
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FIG. 1. GSI and GSIb specific activities during growth of
R. plaseoli on MM supplemented with succinale and glutamaie os
carbon and nitrogen sources. anels: A, growlh curve of R, phaseali
CIFNA42 on shis medium (A) and adenylylation state of GST activity
during growth (A); B, synthetase assays of GS1 (@) and GS1(Q): C,
transferase assays of GSI (@) and GSII Q). ’
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FIG. 2. Seditnentition on sucrose density gradients of GS) and
GSII from cell extracts of R, plaseodi, Panels: A, cell extriacts from
cultures grown with glutumate us the nitrogen source for 4 (@), 12
(D), il 24 b (A); B, cell extracts trom cultures grown for 10 b with
glutamate as the nitrogen source (A) and ur 3 hoafter summonium
addition to the medium (4)

grown In nifrate and glistamate: these were faur- and sixfold
higher than thase in glulamine and ammonitm, respectively,

GSI activities were similar with all of the nitrogen sousces
tested, GS1 biosynthetic activity wos from 4- 10 10-fold lower
with ammonium and glutamine and 20-fold lower with nitrate
and glutamate than was GSI binsynthetic activity wnder
similar nitrogen couditipns (Table 2).

GSIand GSIH activities varied during prowthon MM, and »

a correlation wis established with the 2-oxeplutarate and
glutamine contents, 2-Oxogltapate was higher in PY and
decreased to different levels in MM with differest nitrogen
sources, 2-Oxogliutarate decrensed to very low levels alter
cells were transferred from PY 10 ammanium or glutamine
(Fig. 3A), in which tow GSII activity was found (Table 2),
However, this organic acid decreased slowly smd only by
hall after transfer to nitrate or glutamate (Fig. 3JB), in which
GSil reached very high levels (Table 2). As expected,
plutamine varied in the opposite way, since it increased
severatfold during the first hours In ammonium or glutamine

TABLE 2. R, phaseoli GOGATT, GS1. and GSH uclivities
as i function of the nitrogen source

Sp act (Uang of protein)”

Enzyme Assay
: NHCL O KNGy, Glatamate Glutamine
GStE . Transterase 414 380 41 396
Synthetase 4 2 $ 2
Gsit Transterise 156 B60 9l W6
Synthetase 15 43 L} 22
GOGAT _ n 30 ] n

¥ Celly were grown on MM supplemented with difterent nitrogen sources.
Enzymatic determinations were made at £2 hool geowth, The dava represent
ke iieans of at leasd tive dillerent determinations, with a stndird deviation
of «5%. . .

) BACTERION.,

1
o
[ ]
glutemins (umoles mg protein™)

-10:2

2- pxeglutarate (nmoles mg protein™ )

i i 1 1.
0 12 P40 12 2408 30
Timu (h} timu (min)

FIG. 3. Levels of 2-oxoglitarate and glutamine during growth on
MM supplemented with different nitrogen sources and after ammo-
niuns addition to glutamate-grown cultures of R. phaseoli. Cells
were grown on MM with different nitrogen sources, and samples
were withdrawn it the indicated times to determine 2-oxogtutarate
(- = =) and glotamine t—-=) as described in Materials and Methods.
Panets: A, cells grown with glutanine (®) or NiLCL (O) s the
nitrogen sonrce; B, cells grown with nitrate (A) or glutamate (4) i
the nitrogen source; C, mumonium-shocked cells () (the cells were
grown for 10 h in glutimate, and at time zero 15 mM NILC was
added). S -

cuitures (Fig. 3A) and rose slightly in nitrate and glutamate
(Fig. 38). Onthe other hand, G5 decreased lrom PY to MM
tglutamate) (Fig. 18); this coincided with a reduction in
2.oxogtutarate (Fig. 3B).

It has been reported that GSHL activity decreases after

addition of anumnoniunm in seveenl Rhizobitum sp. strains (4, 6.

11, 16). We tested the effect of ammonium addition to u
culture during the exponential phase of growth with ghita-
male as the nitrogen source, in which GSH activity is very
high. Transferase and synthetuse GSII activities decrease
509 2 h after ammonivm additivn and became undetectable
4 h later (Fig. 4A). Since the doubling time in this condition
is close to 3 h, GSH activity was lost at o rate greater than
expected from dilution of the previousty accumulated en-
zyme. Also, the loss of GSH activity after ammonium shock
corresponded (o the residual amount of GS found after
sedimentition on sucrose gradients (Fig, 3B). This etTect of

ammonitm shock wiss not relieved by shifllng the cultitre to

glutamate (Fig. 4B). When plttamine was added to the
glutamate-grown cultures, GSInclivity was also decreased;
however, full activity wias regained when the cultures were
shifted again to glutamite (Fig. 4C). As expected, ammo-
pium addition coused v rapid increase in the level of gluta.
mine and a corresponding decrease in 2-oxpglutarate content
(Fig. 3C),

Aner ammonium shock, GSI bjosynthetic activity became
undetectable (data not shown) and the GSII presented phys-
ical and catalylic properties different from those of GSH
belore wmmonitim shock. The apparenmt X, for glutamate
increased from 4 1o 100 mM, and the enzyme became more
thermolibile at SU°C, since its half-life decreased from 7 to 3
min.

Celis grown on MM with an amino. acid as the nitrogen
source, upon reaching the prestationary phase. excrete
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FIG. 4, Inactivation of GS1) nctivity it K. phaseoli after atmniwo-
riwn or glutamine addition wnd recovery of this activity afler
transfer of cells to derepression medium, Cells were grown for [0 h
ot MM with glutamate as the nitrogen source. At time zero, the
culture was divided, and one kalf was ammonium shocked and the
other was glutamine shocked, Samples were harvested for the
following 2 b, and GS1I uctivity (——) was determined. A1 2 hoafter
ammonium or gliiamine pddition, both cultures were transferred to
derepression medium (gluamate), and samples were withdrawn lor
the following & h to determine GSH activity (= ~ =), GSIT activity
was determined by synthetnse {Q) and transfernse (@) assay,
Panels: A, ammonium-shocked culure; B, ammonium-shocked
culture transferred to glutamate medium; C, glutamine-shocked
culture transferred to glutantste medium,

smmonium into the medium (Table 3). This must be the
result of amino acid catabolism and the inability of cells to
reassimilate ammonivum becanse of loss of GS activities (Fig.
1B and C), Ammonium excretion was higher on glutamine,
histidine, or arginine than on ghutamate or protine (Table 3),
Ammonium was also excreted on glutamale with longer
incubation times (data not shown),

GOGAT activity increased during e\pomnlmi growth on
MM with NH,Cl, KNO,, or glutamine as a nitrogen source
und remained high and constant during 24 h of growth. In
contrast, when the culture was grown with glutamate as the
nitrogen source, GOGAT activity decreased (Table 2).

We also found that this activity was fourfold higher with

- succinate thaiy with glucose or fructose as the carbon source

(Table 4). Some metabolites derived from glucose or fruc-
tose catabolism must inhibit GOGAT aclivity, since almost a
fourfold increase was observed after dinlysis of cell extracis

* from glucose or fructose cultures; however, only & minor

increase (1,2-fold) was found after dialysis of extracts from
succinate-grown cells (Table 4). The inhibitory cﬂcu of the

TABLE 3. Ammonium excretion by & phaseoli culiured
wilh different nitrogen sources?

Nitrogen source 2:::?\“:::, hnlq)
Glutamare ,..ovnvevaeininne e evrranran s o 001
Proling ...oooovvernrinnn. 0.08
Glutnmine.......oeeennn 7.42
Histidine ovvvinvervrnininn 6.33
ATBININE it e esiennes 7.01

“ Cells were grown on MM with the indicated nilrogen source. At 36 h of

growlh, the ammonium concenteation in the medium was determined.
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TABLE 4. R. phaseoli GOGAT actlvity as a function of the
carbon source and in vitro inhibition by some oxoucids

GOGAT sp act* (Uimg of protein)

Culmre " . T :
condilion® ot itrate yoxylate
' desaies  Desked oMy (28 mM*
Succinate 1n kb 15 17
Fructose 7 28 9y NDH
Glucose 4 1 14.5 ND

@ Cells were grown on MM supplemented with different carbon sources and
NH,Clas the mtrogen source, Enzymatic determinations were made after 12
h of prowtls,

* The data represent the means of nt least three different experiments.

© Oxoacids were added to desadted cell extracts from cullures grown on the
tarbon sources shown,

4 ND, Nat determined,

carbon source could probably be exerted by 2-oxoacids such
as glyoxylate and citrate, since these compounds inhibited
509 of the in vitro GOGAT activity when present at 25 mM
{Table 4).

DISCUSSION

We identified the GS-GOGAT (NADPH) pathway operat-
ing itt R, phaseoli growing on PY or MM with one carbon
and one nitrogen source.

We found thal the GSI and GS1I enzymes are regulated in
a reciprocal manner. In complex medium, GSI was the only

GS present; however, on MM supplemented with succinate

and N31,Cl or other nitrogen sources, GS] activity was lost
and GSII was induced, The presence of specific GS with high
or low aclivity was selected in accordance with the differem
requirements to synthesize gtummlm. on MM or PY (Table
1.

The nitrogen source regutated GSII activity; GSil was
repressed with ammonium and glutamine and derepressed
with glutamate and nitrate as nitrogen sources (Table 2). GSI
uctmty was deadenylylated on PY (Fig. 1A) and during
ammonium limitation (data not shown), under both of which
conditions the 2.oXogluturate/glutamine ratio was rather
high. A decrease in the ratio coincided with an increase in
adenylylation, tow GSI biosynthetic activity, and appear-
ance of GS11 activity. However, only a slow deciease in the
2~0xuglulumu,!glulnmmt ratio led 1o high GSII ac!wuy.
since when the ratio decreased rapidly low GSII activity was
found (Fig. 3A and B; Table 2). This relation was also
observed after addition of nmmonium to glutimate-grown
cultures, in which a change in the physical and culalytic
propertics of GS1I coincided with loss of its biosynthetic and
transferase activitics (Fig. 4A) and a rapld decrease in the

2.oxoplutarate/glutamine ratio (Fig. 3C). However, a differ-
ence exists between the cffects of ammonium and glutamine
on GSII inactivation, GSII activily was lost after glutamine
addition and could be reguined when the culture was shilted
to glutamate (Fig. 4C); this did not huppen alter ammonium
addition (Fig. 41),

These data indicate that GS1 is regulated on the basis of
the kinetics and amount of carbop skeletons such as 2.
oxoglutarate and nitrogen metabolites such as glutamine,
This regulation is similar to that found in Escherichia coli
(28). When the growth rate decreascd, GS1I activity fell to

- very low levels independently of the 2-oxoglutarate/glu-

tamine ratio. We do not know what caused this inactivation,
The lack of GSII activily in R. phaseoli when the culture
reached the prestationary phase of growth resulted in am-

i
i
i
H




984 BRAVO AND MORA

monivm excretion (Table 3). A similar result was obtained
when smmonium-shocked cultures were ransferred to MM
with an amino acid (data not shown). This metabolic pattern
resembles some metabolic characteristics of thizobium when
in symbiosis with plunts. A previous report of Evans and
Crist (9) indicates thut ammonium excretion by Rhizobium
sp. 32H1, o slow-growing bacterium, in free-living N,-fixing
conditions starts when GS1is highly adenylylated and coin-
cides with the decrease of GSII activity.

Retfecting the different ammoainm assimilatory require-
ments, GOGAT uaclivity was higher in MM than in PY.
GOGAT regutation wus achieved by glatamate repression
{Table 2) and enzyme inkibition by organic neids (Table 4),
us reported for other microorganisms (17, 18),

As previousty reported, the R, melilori GS1 gene hybrid-
ized with the E. coli GS gene (25), Stmilar observiations were
found for R. phaseoli GSI. Furthermore, a G511 DNA probe
of 8. juponicten (4) hybridized in Southern blot analysis with
total R. phaseoli DNA, giving two bands when cut with
EeoR! (unpublished data). Finally, specific DNA probes for
GDH (NADPH) (23) and GOGAT (NADPH) (14) from E,
coli did not hybridized with 1otal DNA from R. phaseoli
(unpublished duta). Some homology between the GOGAT
genes from K. phaseoli and E. coli may be expected, since
the enzymes have similar activities and the sume cofactor.
However, no DNA homology for GDH was expected to be
found in B. phaseoli, since no GDH actlivity was detected,

There is evidence indicating that the presence of nctive
GDH ts incompatible with N, fixation by R. mefilori during
symbiosis (21). We found that, when the E. cofi gdhA gene
was introduced into R, phaseoli, plants were preferentially
nodutated by cells which lost the ptasmid that harbors the
gdhA gene. This suggests that effective nodulation is im-
paired if ammonium is assimilated by GDH (3a),
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Rhizobium phascoli 1acks plutamate dehydrogenase (GDII and asshinblates ammontom hy the glotamine
syathetase-glutamnte synthuse pathway, A strnin of B, phaseoli harburing the Escherichia coli GDH structursl
gene (pdhA) was constructed, GDH activity was expressed in R, phaseeli In the freeliving state and In
symbiosis. Nodules with bacleroids that expressell GDI actlylty had severe impatrinent of nitrogen lixatton,
Also, R, phaseoli cells that lost GDI actvily nnd asshniiated ammonium by the glutamine syntietase-glotamnte
synthase pathway preferentinlly noduolated Phaseolus valgaris.,

Bacteria of the genus Rhizobium bave a symbiotic inter-
action with leguminous plants, They are abie to fix sitrogen
in root nodules, in which the buacteria dillerentiate into
bacteroids (27), Nodule formation and bucterial differentia-
tion are multistep processes which require complex interac-
tions of the symbiont with its bost plant. Al present, little is
known about the biochemical events that allow Rhizohium
spp. to engage in effective symbiosis.

The Rhizobitm enzymes involved in ammoniom assimila-
tion are switched off during symbiotic nitrogen fixation,
allowing fixed nitrogen to be excreted and assimilated by the
plant (6, 12, 25). However, free-tiving bacteria are able to
assintilate nmmonium. 1t has been reported that in several
Rhizobium species, ammonium assimilation proceeds malnly
through the glutamine synthetase (GS)-glutamate synthase
(GOGAT) pathway. All glutamate wuxotrophs that have
been isolated from Rhizoblum spp. are atfected in their
GOGAT activity (8, 11, 15, 21, 22), und no mutants hiave
been- found with altered glutamate dehydrogenase (GDH)
activily. We found that in Rhizoblum phaseoli, smmonium is
assimilated by the GS-GOGAT pathway, since no GDH
activity was detected (5), and the Escherichia coli GDH
structural gene did not hybridize with 10tal DNA from R.
phaseoli (unpublished data),

It may be questioned why Rhizobiumn species do not
assimilate ammonium through the GDH-GS pathway. Is the
GS-GOGAT pathway in Rhizobium species u necessary
condition for establishment of ctlective symbiosis with a
plant? To answer these questions, we introduced the £, coli
gdhA gene into an R, phaseoli wild-lype strain and studied
its expression and its efiects in culture and during symbiosis,

The E. coli gdhA structural gene contained in plismid
pSALEA (26} was subcloned into the plasmid vecior pRK404
{7) (Fig. 1). Plasmid pSAE4 was cleaved with Hindl1, Psil,
and Praldl, and the frapments were separated by agarose gel
electrophoresis. The band corresponding to the 3.6-kilobase
Hindl1-Psrl fragment was purified by clectroelution and
ligated (16) into the pRK404 plasmid previously digested

* Corresponding author,
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with FindI-Psel. After transformation (16) im0 E. coli
PA340, which lncks GDH and GOGA'T uctivities (), clones
harboring a recombinant plasmid were selected by tetracy-
cline (10 wg/mb) resistance in complex LB medium (18) asd
by growth on minimal M9 medium (3) containing 10 mM
NH,C! as the nitrogen source. ‘This construction, pABIT,
was mobilized from £, coli to R. phaseoli CIFN42 (23) in a
triparental mating, with . coli HBLOHpRK2013) (4) as the
donor or helper plasmid (10). The Rhizobiim transconju-
gants were selected on complex PY medium (19) supple-
mented with tetracycline and nalidixic acid (100 pg/ml).
Strain CFN4250 harbors plasmid pA3 17, which contains the
GDH gene, sod striin CFN4251, harbaring the pRK404
plasmid, was used as the control strain,

Further analysis of strpin CFN4250 revealed that it har-
bored o 14-kilobase plasinid containing 2 3.6-kilobase inseqt
which corresponded to the fragment isolated from plasmid
PSAL4 (dat not shown),

To determine the stability of plasmids pADB17 and pRK404
in &, phaseofi, the respective strains were grown in nonse-
lective (PY) medium during three growth eycles of 36 h each,
and every § b the cells were plated onto agar plutes of PY
medium with or without tetracycline. There were 10.cell
doublings per growth cycle, and the plasmid loss was 190 per
cell doubling for both plasmids. The percentage of plasmid
loss was determined frons the difference between cells grown
on PY and those grown on PY plus tetracycline.

‘To ensure that we had cloned the gdhA structural gene, we
determined the GDH activity of strains CFN4250 and
CFN4251(pRK404). The cells were harvested by centrifuga-
tion at 4°C, suspended in the extraction solutions, and
ruplired with Braun cell bomogenizer MSK type 853030 and
0. 1-mtum (dineneter) #lass beads. GDH activity was extracted
with 50 mM ‘Iris hydrochloride-10 mM mercaptoethanol
(pH 7.6). GDH ond GOGAT activities were detected by
monitoring NADPH oxidation at 340 nm. GOGAT aclivity
was extracted and determined as described elsewhere (5),
and GDH activity was measured in a 1-ml reaction mixture
contuining 50 mM Tris (pH 2.6}, 5 mM 2-oxoglutarate, 0.25
mM NADPH, 40 mM NH,CL and 0,05 ml of cell extract.
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FIG. 1. Dingrammatic representition of the construction of the
pABI7 derivative. Te, Tetracycine.

GDH activity was also measured by delermining the gluta-
mate formed, as described elsewhere (5),

© Only strain CEN4250 was able 1w express GDI activity,
and at the same level as in E. coli PAMUpABLIT. (Table 1).
The £, coli GDIL octivity in R. phaseoli CFN4250 wus
expressed in a consliitive manner in media contuining
different nitrogen sources (data not shown), in coptrast o

" the repression by glutamate observed in E. coli (14),

The presence of GDH aclivity in R, phaseoli affecied the
intracellalar concentrations of its substrate and proiluct, The
2-oxoplutarate content was lower and the glutuntite content
was higher in the strain with GDH uactivity (Table 1), even
though GOGAT uctivity was lower than in the strain backing
GDH activity,

Further evidence for the operations of the GDH-GS path.
way in strain CFNJ4250 was ils capacity to grow on minimal
medinm containing NH,CHas the sole nitrogen source and
L-methionine sulfone (MSIF; Fig. 2A), an inhibior of GO
GAT activity (Fig. 28: 17,

The resuhs preseated indicate that the £ coli GDH
activity expressed in R. phaseoli is able to produce the
glutamate needed to support growth when GOGAT is inic-
tivated by MSF, This was ulso reflected by an increase in
glutamate (Table 1), which possibly leads to GOGAT repres-
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FIG. 2. Growth of R, phaseoli strains in the presence of MSF
and in vitro inhibition of GOGAT activity by 1his metabolite. ()
Cells were grown on minimal medium with 10 mM NILCL as ihe
nitrogen source in the presence of 5 mM MSE, Symbols: C,
CIEN4250: @. CEN4251. (D) In vitro inhibition of GOGAT activity
from R. phareoli CENA42 by MSI

sion (52 Table 1} und n consequent decrease in 2-oxoglita-
rite.

To derermine the symbiotic propertics of strain CFN4250,
Phaseolus valgaris was inoculated with this stratn and
CIENA42S1. The seeds were surface sterilized in 205 hypoch-
lorite and germinated on moist, sterile filter paper (19).

Three-day-uld seedlings were teansferved to plastie growth

pots. inoculated with a bacterial suspension in PY mediuny,
ond grown on nitrogen-free salts solution in o greenhouse
(24). Three weeks aflter inocubmijon, all plants infected by
these strains were nodulated normally, We removed the
nodutes from the plants to look for the presence of the
plasmid in the isolated bacterin, Recovery of bacteria lrom
nodules was done as previousiy described (20), Plants were
preferentinlly nedubated by rhizobia that had lost the plosmid
that liwbors the £, coli gdiA gene. Only 215 of the nedules
formed by strain CFNJ4250 (GDH ™) were Te'. This is in

TABLE t. Relationships among the presence of G and GOGAT activities, 2-oxoghotarate, and
glutamate cantem in R, phuseodi strains?

Sp ach tpmal/min per mg of proiein) of:

Conen Inmolimg of ptteind vf:

Strain Ghit GOGAT
NABEI ondized Glutamate ptoduced NADPH axidired 2-Oxoglutarate Glutamate
CFN4250 0.265 0.250 0.020 L5 0
CFN4251 0.4 0002 0.045 27 101
PAKPABLY) 0.331 _ ND ND ND ND

“ Cells were grown for £2 h on minimal medium supplenenicd with 10 mht NILCH as the nitrogen sonrce. NDL Not detenmined.
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TABLE 2 Acetylene reduction and GDE sd GOGAT activities in nodutes and bacteroids from plints inoculated
with & striin harboring the £, coli gdfhA gene

Sp act {pmal of NADPH:min per

Strain Mein = SEM U Mean » SEM ¢ 1 ol pratein)
(phunotype) Te' nodules nitrogenise activity®
G GOGAT
CIN4250(GBhHY) 28 15213 : 0.320 n.012
CEN4251 (G ) 5210 ItH) = 15 . 0.0 (L0201

4 Five seeds were invculated Tor ¢iteh experiment, and the data are from five dilerent experiments. All of the siodites present io cach plant were croshed G

test the bacterial phenutype.

® Nitrogenase specific activity wins determined in detached nodules, and the bacterial antibiutic markers were deteriniped afterward. The data are from 20 T

nodules wsed jit two dilferent experiments,

conirast 10 the plants inoculated with slrain CFNA4251, in
which 75%% of the nodutes were Te (Table 2,

Nitrogenase activity was determined by measurement of
acetylene reduction in detached nodules, The nodoles were
transferred to wbes with rubber seal stoppers, acetylene was
injected to a final concentration of 1058 af the gos phase, and
cthylene production was determined by gas chromitography
with o Packard model 430 chromatograph. ‘The activity
founil in detached “1'¢’ nodules wus only 15%: ol that found in
nodules from plants inoculated with CEN4251 (GDIHT) or
CEN4250, which had lost the plasmid (Te®) (Table 2),

Finally, to verify that the nodutes formed by strain
CEN4250 really expressed GDH activity, bacleroids were
Isolated as described by Awaonaike et ). (1) and GDH
activity was delertnined. Bacteroids from ‘Te' nodules with
GDH* strains expressed activity at the same level as the
freediving bacleria harboring the K. coli gdhtA gene (Table
2). However, bacteroids from nodules with GDH ™ sirains,
originating Trom infection with Tc¢* strains CFN4250 and
CFN4251, had an afmost undetectable umount of GDH
(Table 2). The GOGAT activity of the isolated bucieroids

was lower in those that hathored the E. coli gdid gene

(Table 2). .

We found that 909% of the bacteria isolated from Tef
nodutes are T¢'. A cotvelution can be established among the
Te' bacterin found in nodules inoculuted with  strain
CFN4250, the presence.of GDH activity, and the 85%¢
decrease in the nilrogenase nctivity of these nodules, On the
ather hand, nadales with ‘Te* bacteria lacked GDM uctivity
andd had aptimal nitrogenase activity.

The presence of GOGAT activity in bacteroids does not
imetfere in the formation of au effective symbivsis between
Rhizobium spp. and plants. However symbiotic nitrogen
fixation seems to be affected by the presence of GDH
activity in R, phaseoli; detached nodules infected by strain
CFN4250 had o sixfold diminution in.acetylene reduetion
{Table 2). These data agree with the previous report of
Osburne and Signer (22} that GOGAT™ phenotype rever-
tants isolated from plant oodules which expressel high
levels of GDH uclivity are able to noduiate clover but do not
fix nitrogen, Recently, Lane ¢t al. huve reported the intro-
duction of the E. coli gudhA gene in R, japonicum (13), The
recipient strain used was an Asm” nutant strain of R,
Juponicum which was utable to grow with NH,Cl as the
nitrogen source, lacked GOGAT activity, and did not ex-
press nitrogenase in the nodules, In this genetic backgrotnd,
they found no effect of GDH activity on symbiotic proper-
lies, :

Nodules formed by bacleria with GDH aclivity have a
severe reduction in nitrogen fixation. An active GDH en-
zyme in bacteroids could probably interfere with N, fixation
by draining carbon skeletaps and reductive power or by

formativn of its product, ghitamate. There is evidence that
2-oxvplutarate is needed to support nitrogen fixation, sinee i
mutant lacking 2-oxoglutarate dehydrogenase is impaired in
nitrogen lixation (9).

As presented in this paper. R. phascoli bacteroids were
not able to switeh ol £, cofi GDH activity (Tuble 2). Plants
were preferentially nodulated by stradns that had Jost the
plasmid barboring the gdhaA gene (Table 2). It seems that
plints ure preferentially nodulated with rhizobia capable of
ammoniwm assismilation by the GS-GOGAT pathway, which
teads 1o ellective symbiosis, We are cloning The gdhA gene in
iatable plasmid w delermine whether plants con preferen-
tially setect rhizobin with a specific ammonium assimilation
pathway,
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39

i A e A



INTRODUCTION

Rhizobium phaseolj assimilates ammonium by the coordinated
activities of glutamine synthetase(GS)-glutamate synthase(GOGAT)
(Bravo 1988). As all other _Rhigobia reported it has two GS
isoforms (Bravo 1988) GSI and GSII.

The Rhigobiaceae GSI is structurally similar to the GS of
enteric bacteria (Darrow 1980, Carlson 1985). In Bradyrhizobium
japonicum the glnA gene is constitutively transcribed from a
single promoter, under several growth conditions (Carlson 1985) .
This promoter has a structure of the enterobacterial consensus
promoters (Carlson 1987). This enzyme is only regulated by

modification of the catalitical activity by adenylylation (Bravo

1988} . On the other hand,. the nucleotid sequence of the GSII gene
from Bradyrhizobjum japonicum showed 47% of homology with
the GS gene from plants (Carlson 1986). In this bacteria the
glnII gene transcription 1is regulated in response to nitrogen
source avallability (Carlson 1987). It has been shown that glnlI
gene is also transcribed from a single promoter which has a
structural characteristics of promoters controlled by the Ntr
system (Carlson 1987). The glnIl gene promoter is significant
homologous to the pifH, nifDK promoters in the -8 to =26 region,

which is thought to be recognized by RNA polymerase containing

the sigma factor coded by ntrA (Ow 1983). Moreover the glnII
gene has a sequence at -103 to -119, which matches with the con-
sensus sequence of NRy binding site (Carlson 1987).

In R. phagseoli it has been shown that the biosynthetic ac~
tivity of GSI and GSII are regulated in response to changes in
the ratio 2-oxoglutarate/glutamine (Bravo 1988), The GSI activity
was adenylylated on complex medium (PY), in this condition the 2-
oxoglutarate/glutamine ratio was rather high. When the culture is
transferred to minimal medium with one carbon and one nitrogen
source, the ratio decreased. A decrease in the ratio 2~
oxoglutarate/glutamine, coincided with an increase in adenylyla-
tion of GSI enzyme and with the induction of GSII activity.
However the GSII induction varied depending on the rate of change
of this ratio (Bravo 1988). The GSII activity disappears when the
2-oxoglutarate/glutamine ratio decrease further, like in ammonium
shocked cultures (Bravec 1988). Similar findings has been
reported for the transcription regulation of glnII gene in B.
japonicum, during growth in minimal medium (Carlson 1987).

The reason of the presence of two GS enzymes is still puz-
zling in Rhizobia. Also, it is unknown if there is a functional
relation between GSI or GSII éxpression and different environmen-
tal conditions. A further relevant question is if the function of
both GSs is related with the symbiotic process of Rhizobium with
leguminous plants. Recently it has been reported that R.meliloti
strains lacking each one or both GSs enzymes does not affect
nodulation and N, fixation (Rossbach 1988), however the glnA~
glnII~ double mutants of B.japonicum, are unable to nodulate
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soybeans (Carlson 1987).

In this paper, we present the isolation and characterization
of a R.phaseoli Tn5 mutant which is affected in GSII activity,
carbon utilization in minimal medium and has a fix delayed
phenotype,
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MATERIALS AND METHODS

act a inas and growt onditions.

The parent strain employed was R,phaseoli wild type CFN42 (Rif
resistant) (Quinto 1982), The R.phaseoli CEl strain is a deriva-
tive Sm resistant of CFN42 (Noel 1984). R,phaseoli AB2 strain is
a mutant strain isolated in this study.

The parent and mutant strains were kept at 4°C on PY medium
(Bravo 1988) and were transferred at monthly intervals. The cells
were grown aercbically at 30°'C on minimal medium MM (Beringer
1974) as previously described (Bravo 1988). Antibiotics used
were : Kanamycin (Km), 30 g/ml; rifampicin (Rif), 25 g/ml;
streptomycin (Sm), 100 g/ml.

teai.

The mobilizable "suicide plasmid" pSUP5011 carrying Tn5 mob
(Simon 1983) was mobilized into R.phaseoli CFN42 wild type
strain., Matings were done on PY plates overnight at 30°C, the
cells were then suspended in sterile water and plated on selec-
tive medium (PY Rif Kn).

Isolation of mutants,

Mutagenized cells were replicated on MM plates supplemented
with 10 mM succinate, 10mM NH4Cl plus 10mM KNO, as carbon and
nitrogen sources respectively and on succinate plus 10 mM
glutamate. After 4 days of growth at 30°'C colonies unable to
growth on NH,Cl and KNO, were purified on PY Km plates, utilizing
0.01% Tween in order to have isolated colonies. Colonies were
purified until a stable phenotype could be stabilized.

Determination of G8 activity,
GSI and GSII activities were assayed with whole cells

prepared as described (Bravo 1988). GS was measured by its trans=-
ferase and synthetase activities as described by Bender. (Bender
1977). Specific activities were expressed as units per milligram
of protein; 1 U represents 1 nmol of gama-glutamil hydroxamate
produced per min. The two GS enzymes were distinguished by their
different heat stabilities and their different sedimentation on
sucrose density gradients as described (Bravo 1988).

eta determination.

- Samples for glutamine and ammonium determination were col-
lected and metabolite determined as previously described (Bravo
1988) . Glutamine consumption was measured after 24 h of growth on
MM supplemented with succinate and glutamine. The ammonium excre-
tion was determined after 12 h of growth on the same medium.

42




The radiocactive CO, released from glutamine oxidation was
quantifiig as described ( ). Cultures were labeled for 1.5 h
with (U--"C) glutamine at cCi/ml on 10 ml of media supple-
mented with 10 mM succinate and glutamine as carbon and nitrogen
sources.,

Nitrogen fixation determination,

For nodulation and acetylene reduction, measurements.
Phaseolus vulgaris cv negro jamapa were surface sterilized in
hypochlorite and germinated on moist sterile filter paper. Three
day old seedlings were transferred to plastic growth pods, inocu-
lated with a bacterial suspension in PY medium and grown with
nitrogen free salts (Quinto 1985) in a green house. Nodulation
was scored and nitrogenase was determined by measuring the
acetylene reduction of nodulated plants roots transferred to
tubes with rubber seal stoppers, by injecting acetylene to a
final concentration of 10% of the gas phase. Ethylene production
was determined by gas chromatography in a Packard model 430
chromatograph.
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RESULTS

Isolation and characterization of AB2 putant.
A mutant strain of R.phaseeli unable to grow on NH,Cl and

KNO; as nitrogen source, was isolated following Tn5 mutagenesis.
About 6,000 Km resistant mutant colonies were screened. The
strain AB2 was selected as being incapable of growing protrophi-
cally. Further characterization showed that batch cultures of the
mutant have 12 h lag period and 6 h doubling time when grown on
M.M. supplemented with succinate and KNO, or NH,Cl as sole
nitrogen sources (Fig.1l). The same results were observed when AB2
strain was grown on glucose and KNO,; (data not shown) and a 5h
~doubling time were observed when grown on M.M. supplemented with
glucose and NH,Cl (data not shown}.

Strain AB2 has a single Tn5 insertion as proven by Southern
blot hybridization of total DNA against Tn5 sequence (Fig 2A).
The Tn5 insertion was shown to be genetically linked to the
pleiotrophic phenotype of AB2 strain. Plasmid PJB3 was introduced
into strain AB2, this plasmid contains the functions necessary to
mobilize the mob sequences present in the Tn5 (Brewin 1980, Simon
1983)., Strain AB2/PJB3 was mated with a streptomycin resistant
derivative of CFN42. Kanamicine resistance was mobilized at a
frequency of 1074, Transconjugants were found to be GSII def-
cient, unable to use nitrate and succinate and had a Fix delayed
phenotype, indicating that this complex phenotype was due to a
single Tn% .insertion.

Glutamine metabolism in AB2 mutant.

The AB2 mutant excretes ammonium to the medium when it was
grown on glutamate as nitrogen source (Fig.3A). This data sug-
gest that the ammonium 1liberated as result of glutamate
catabolism can not be totally assimilated by the GS activity.
Also we found that AB2 strain acumulates 2-oxoglutarate when
grows on M.M. suplemented with succinate plus ammonium (Fig.3B)

We proceed to determine the GS I and GS II activities during
growth on MM with glutamate as nitrogen source. Figure 4B shows
that AB2 mutant lacks GSII activity when grows on glutamate as
nitrogen source. The GSs activities during the growth period on
MM supplemented with NH,Cl or KNO, was also determined. It is
- shown on figure 4C that this mutant lacks GSII activity when

grows on NH,Cl as nitrogen source and that it can induce only
20% of GSII activity when compared to the wild type strain when
grown on nitrate as nitrogen source (fig.4D). The residual GSII
activity induced in the mutant strain has a wild type sedimenta-
tion pattern on sucrose density gradients (data not shown). The
catalitical properties of the AB2 GSII enzyme has been deter-
mined, and found that posses the same aparent Km for glutamate

and the same thermosensibility as the wild type strain (data not
shown) . '

Glutamine as nitrogen source did not revert the phenotype of
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AB2 mutant, since it showed a doubling time similar to that of
glutamate as nitrogen source (data not shown). However no dif-
ferences were observed between the AB2 and the wild type strains
when grown in M.M. supplemented with glutamine as carbon and
nitrogen source and in the AB2 strain growing in M.M. supple-
mented with succinate and glutamine vs. glutamine as carbon and
nitrogen source (data not shown).

To test if the AB2 strain has a problem in carbon oxidation,
we proceeded to determine the glutamine consumption and the
radioactive CO, release from uniformed label glutamine. In table
1 it is shown %hat AB2 mutant consumes 3 fold more glutamine than
the wild type when grown on MM supplemented with succinate as
carbon source and glutamine as nitrogen source.

It seems that the glutamine is used as carbon source since
the CO, produced from glutamine oxidation was released at a rate
7 fold higher in the mutant than that found in the wild type
strain and the ammonium excretion, product of glutamine
catabolism was 16 fold higher in the mutant.

Nitroge xatio enotype of AB2 mutant,

After 21 days, AB2 strain induced formation of small-sized
nodules. The nodulated plants showed stunted growth with yellow-
ing foliage and the acetylene reduction activity observed was
about 15-20%, when compared with plants inoculated with the wild
type strain. However after 28 days the plants inoculated with AB2
strain now reduced wild type’ levels of acetylene (Fig.5). This is
a typical fix delayed phenotype. 'It appears that the amount of
fixed nitrogen available to the plant in this mutant does not
suffice the nitrogen requirements of the plant.

To check that the fix delayed phenotype was not due to
reversion of-the Tn5 insertion mutation by precise excision of
T™n5, we isolated bacteria from nodules induced by AB2., This
nodules contained the mutant bacteria since retained Km resis-
tance conferred by the Tn5 transposon.

Identification of the mutated gene in AB2 strain

In B.japonicum it has been reported that the glnII gene has
the consensus promoter sequence of the promoters regulated by the
Ntr system. In R.meliloti the ntrA gene is required for C,~-
dicarboxilate transport as well for nitrate assimilation and for
symbiotic nitrogen fixation. In order to find out if AB2 strain
is affected in the Ntr system or in the ginII gene we clconed the
EcoRI fragment of 15 Kb containing the Tn5 insertion into the
unique EcoRI site of pBR329, The resultan plasmid pAB2 was used
‘to hybridizate in Southern experiments against total DNA digested
“with EcoRI from the mutant and the wild type strain. Figure 2B
" 'shows that the mutated gene hybridizes to a 9.3 Kb fragment in
- the wild type strain and to a 15 Kb fragment in total DNA from
AB2, AB2 mutant is not affected in the GSII structural gene since
the mutated gene does not hybridize to the GSII structural gene
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from B, japonicum {(data not shown).

Since the_pntrA mutant of R.meljiloti showed a pleiotropic
phenotype similar to the one founded in AB2 mutant , the ntri
gene from R.meliloti was used in Southern blot experiments to
hybridize it against total DNA from AB2 and CFN42 strains. We
found two bands of hybridization against DNA from the wild type
3,6 Kb and 6.3 Kb, The same bands appeared when ntrpA was
hybridized against DNA from AB2 (data not shown).

The ntrA gene from R.meliloti was introduced into the AB2
mutant in order to see if this gene could complement the mutant
phenotype. We found that the AB2 phenotype was not complemented
by the ntrA gene from R.meliloti (data not shown).

In order to determine if the mutated gene from AB2
corresponds to the ntrC gene, we used the ntrC gene from
R.meliloti as a probe in southern blot experiments against total
DNA from AB2 and CFN42 strains., The same pattern of hybridiza-
tion was observed in both strains (data not shown).
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DISCUSSION

The mutant strain isclated in this work has a complex
pleiotrophic phenotype. AB2 mutant is affected in its capacity
to assimilate nitrate, ammonium and succinate, it is also af~
fected in the induction of GSII activity and nitrogenase ac-
tivity during symbiosis.

This phenotype is similar to the phenotype reported for the
ntrA mutation in R. melileti, however the ntrA mutation results
in a complete lacks of C,-dicarboxylate transport, nitrate as-
similation and nitrogen fixation (Ronson 1987). It was found that
the AB2 mutant was not affected in the ntrA gene since none of
the two hybridization bands founded when the total DNA from wild
type strain was hybridize against the ntrA gene from R. meliloti
corresponds in size to the EcoRI DNA fragment that contains the
wild type gene (9.3 Kb). Besides the ntrA gene is unable to
complement the AB2 phenotype.

The ntrC™ mutant strain described in R.meliloti (Szeto
1987) is unable to grow on nitrate as sole nitrogen source be-
cause it lacks nitrate reductase expression and have wild type
expression of GSI. This mutant is able to grow in ammonium as
nitrogen source. In this paper the GSII regulation was not con-
sidered. However it was reported that a ntrc¢™ mutation in
Agrobacterium tumefaciens (which is taxonomically related to
Rhizobia), lacks GSII activity (Rossbach 1987). The R.meliloti
ntrc” mutant strain shows wild type induction of nif genes during
symbiosis but is unable to express nif genes explanta (Szeto
1987) .

The AB2 mutant was shown not to be affected in the ntrC gene

since no change in the hybridization pattern was found when total
DNA of AB2 and CFN42 strain was hybridized against the ntrcC gene
from R.meliloti or Escherichia coli.

It was shown that AB2 mutant was not a structural mutant
in the glnII gene, since the giniII gene from B, japonicum does
not hybridize with the interrupted sequence of AB2 strain. Be-
sides the residual GSII activity found in the mutant, has the
same properties of the wild GSII enzyme. The GSII of the AB2
strain posses the same apparent Km for glutamate and the same
thermosensibility.

Since we have shown that the AB2 mutation, was not a struc-
tural mutation in the ntrA, ntrC and glnII genes, this mutant
could be affected in a different regulatory gene not described in
Rhizobium species, This requlatory gene could be the ntrB,, glnb
or glnB genes, that in other bacteria species, have been shown
that participate in the regulation of GS gene expression and in
the expression of genes regulated by the Ntr system. The product
of glnD is sensitive to changes in the ratio 2-
oxoglutarate/glutamine. Further work is in progress to study the
participation of this genes on GSII expression in Rhizobium
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The pleitrophic phenotype of AB2 mutant involved an altera-
tion in carbon metabolism. The AB2 strain accumulates 2-
oxoglutarate when grows con minimal medium supplemented with suc-
cinate and ammonium, something to be expected when the GSII ac-
tivity is absent. Also the succinate utilization is affected
since the CO, liberated from succinate is twofold lower as com-
pared with the parental strain (data not shown). Besides in mini-
mal medium supplemented with succinate and glutamine, the AB2
strain oxidate 7 fold more glutamine than the wild type, suggest-
ing that glutamine is been utilized as carbon source.

These data could be explained if it is assumed that carbon
oxidation by the TCA cycle is enhanced by the operation of ‘the
GS-GOGAT pathway. In this regard it has been reported that B,
japonjcum bacteroids oxidized succinate to glutamic acid
(Salminen 1987), which implies the participation of GS-GOGAT ac~-
tivities.

The glutamate produced by this pathway, could be catabolized
by the GABA-shunt, in which the glutamate is transformed to
gama-aminobutiric acid (GABA) by the glutamate decarboxilase ac-
tivity, GABA in turn is converted to semialdehyde succinic acid
and ammonium. The ammonium produced could be assimilated by the
GSII enzyme. The presence of this glutamate catabolic pathway has
been proposed in R. cowpea (Jin 1988), B. japonicum (Kouchi 1988)
and R, meliloti (Fitzmaurice 1988). When glutamine synthesis was
impaired as in the AB2 mutant, more glutamine can be derived for
oxidation since its catabolic products, glutamate and ammonium,
are less utilized for glutamine synthesis. By the same token a
GS-GOGAT defficient operation would drive in a less active TCA
cycling in the presence of succinate, something that may explain
the fix delayed phenotype of AB2 mutant strain.
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Figure 1l.- Growth curves of Rhizobium phaseoli CE3 wild type and AB2 mutant strains on

different nitrogen sources.
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TABLE 1.~ Glutamine consumption, ammonium excretion and 14005
B2

release from Rhizobium phaseoli CE3 wild type and
mutant strains.

: glutamine 2 ammonium 2 14C02 b
Strain consumption excretion 1 relegse -3
(umoles.mg?"l) (pmoles.mgP™ ) (cpm.10”.mgP )
CE3 13,0 1.1 | 0.2
AB2 44.0 18.0 1.4

Cells were grown on minimal medium supplemented with succinate
and glutamine as carbon and nitrogen scurces respectively.
3 The glutamine consuption was measured after 24 h of growth and
the angnium excretion after 12 h of growth.

b rhe releaisd from glutamine was quantified after 1.5 h of
1ncubation on [U=-*"C]glutamine (0.2 pci/ml).
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DISCUSION

La fijaclén de nitrdgeno efectuada por Rhizebium, dentro de
los ndédulos de las raices de plantas leguminosas, es el resultado
de una serie de procesos especificos que 1involucran la
diferenciacion de los dos participantes de la simbiosis (la
planta y la bacteria). Los ndédulos maduros contienen células
vegetales 1llenas de bacteroldes capaces de fijar nitrdgeno. Los
bacteroides estan envueltos en bolsas de membrana de origen vege-
tal y por lo tanto estan separados del citosol vegetal.

La simblosis no es un evento azaroso, que se dé de
diferentes maneras, sino que es un proceso regulado de una forma
coordinada y precisa, en donde se intercambian una serie de
sefiales entre los dos participantes, que activan una serile de
respuestas, para dar como resultado final, la formacidn de
nédulos efectivos en la fijacidn de nitrdgeno.

Entre los procesos que se llevan a cabo en esta interacciodn
podemos mencionar los siguientes :

1.~ Reconocimiento entre la planta y la hacteria.- Incluso
se podria hablar de un llamado o atraccidén hacia la planta
(Iinvitacidén a la nodulacidn). Respecto a esto se ha descrito gue
las raices de las plantas excretan diferentes compuestos,
identificdandose a clertos compuestos flavonoides como inductores
especificos de genes nod de la bacteria (123). También se ha
reportado la existencia de exudados vegetales, gque actuan como
anti-inductores de la expresién de los genes nod(124). La
liberacidén de estos compuestos seguramente se lleva a cabo de una
manera regulada en diferentes lugares de la raiz.

2.- Infeccion e induccién de la nodulacién.- Lo cual in-
cluye desde el pegado de la bacteria a la raiz, penetracidn de la
bacteria por el pelo radicular hasta la formacidén del hilo de
infeccién y del nodulo. Se ha reportado que Rhigobium produce
polisacaridos de superficie, que son importantes durante la
infeccién. Mutantes afectadas en la produccién de diferentes
pelisacaridos presentan un fenotipo Inf~, que se caracteriza por
formar ndédulos vaclos que no presentan hilo de infeccién ni bac-
teroides (125). Se propone que los lipo-polisacaridos funcionan
como sefales durante la infeccién o como componentes estruc-
turales de la formacidén del hilo de infeccidn y que tienen un
papel en las interacciones célula-célula entre la bacteria y la
planta. Por otro ladc también se ha demostrado, gie una cepa
silvestre de R.meliloti, puede inducir la formacion de nddulos
vacios, cuando las bacterias son separadas de la raiz por un

filtro. Este dato implica que la formacidén del nédulo esta in~

ducida por un producto difusible proveniente de la bacteria
(125) .

3.- El desarrollo del nédulo maduroc.~ que involucra la
diferenciacién de la bacteria y de la célula vegetal infectada,
donde ocurren muchos eventos, como son la formacidn de 1la
membrana peribacteroidal, cambios en el reticuloendoplasmico, el
aparato de golgi, la mitocondria y la induccidn de nodulinas en
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el espacio citosdlico y peribacteroidal.

Es en este punto en donde existe un intercambio de carbecno y
nitrdgeno entre ambos participantes. El bacteroide proporciocna el
amonio producto de la fijacion de nitrégenc y la planta provee de
metabolitos de carbono para la produccion de energia en el
bacteroide.

La diferenciacidén a bacteride es un proceso del cual se en-
tiende muy poco. Se sabe que los bactercides cambiaron su metabo-
lismo de carbono y nitrdgeno. Los bacteroides se encuentran en-
vueltos por la membrana peribacteroidal, la cual tiene una per-
meabilidad selectiva, de tal manera que el bactercide recibe solo
ciertos compuestos. Se puede suponer que en el bacteroide se ex-
presan sdélo los sistemas necesarios para metabolizar estos com-
puestos. Se ha reportado que son incapaces de utilizar dis-
acaridos y hexosas y que mutantes en el metabolismo de hexosas
nodulan y fijan nitrégeno igual que la cepa silvestre (126). Por
otro lado se ha visto que los bactercides de diferentes egpecies,
son muy eficientes en oxidar acidos organicos y que mutantes en
el transporte de dcidos dicarboxilices presentan un fenotipo Nod*
Fix™ (118). En base a estos datos, se propuso que estos eran los
esqueletos de carbono que la planta provee al bactercide. Pero
posteriormente se han propuesto otros modelos de intercambio de
nutrientes entre la planta y el bacteroide. Como el propuesto por
M.Kahn (122), donde propone que el intercambic de nutrientes
puede ser semejante a la bomba de malato-aspartato de
mitocondrias. Esta proposicién consiste en que malato y glutamato
entran al bacteroide, en un cambio por a-cetoglutarato y aspar-
tato. El malato es oxidado dentro del bacteroide, para dar
oxalacetato el cual transamina con glutamato para dar aspartico.
El a-cetoglutarato transamina en la planta con aspartico para dar
glutamato. El resultado neto de esta via es la transferencia de
NADH al bacteroide (Fig. 8)

malato n -pmalato
NAD | ‘ NAD
NADH a-cetoqgl a-cetoglu NADH
oxalacetato oxalacetato
i glu glu — *
aspartato « “ aspartato
Figura 8.- Mcdeloc de intefcambio de nutrientes entre el

‘bactercide y la planta, propuestc por M.Kahn (122).

Posteriormente se aislaron mutantes que no catabolisan
glutamato y se ha visto que estan afectadas en la fijacion de
nitrdgeno (127). Por otro lado se reporté que los bacteroides im-
portan glutamato y aspartato (120,128) y que este transporte no
compite con el de 4acidos dicarboxilicos. También se reporto
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que existe una poza de glutamato en los bacteroides y que si es-
tos se alimentan con C~-succinato, el producto que se marca
principalmente es el glutamato (120).

Resulta ldgico pensar que los metabolismos de carbono Yy
nitrogeno de la bacteria, juegan un papel fundamental durante el
desarrollo de los procesos mencionados, haclia el establecimiento
de la simbiosis. Se ha reportado que la presencia de una fuente
de nitrdgeno convinado en el suelo, suprime la nodulacion (129).
Se ha visto que el amonio reprime la expresién de genes nod de la
bacteria. Incluso se ha reportado, que los genes del sistema
general de nitrdgenoc ntrhA y ntrC ‘juegan un papel muy importante
en la expresidén del gen podg¢ (129).

Rhizobium debe de estar en un estado metabdlico especial
para responder a las sefiales de la planta. Incluso desde el
primer evento de reconccimiento y atraccion. El estudio del meta-
bolismo de carbono y de nitrégeno de la bacteria en vida libre,
podréd dar a conocer como responde la bacteria a diferentes cam-
bios en el medio ambiente, como regula sus enzimas de asimilacion
de amonio y de utilizacién de carbono, en respuesta a diferentes
seflales, Esto nos podria llevar a proponer, gque pudiera ser
posible simular las seflales de la planta durante la simbiosis y
lograr diferenciar a Rhizobium fuera de la planta. Asi para en-
tender cual o cuales son las sefiales, que inducen todos estos
cambios en Rhizobium, lo primero es estudiar el metabolismo de
carbono y nitrogeno de la bacteria en vida libre. .

En el primer trabajo presentado en esta teSla, se presenta
un estudio fisiologico de la asimilacion de amonio de Rhizobiu um
phaseoli en vida libre.

En este trabajo se establecid que la via GS-GOGAT es la
ruta de asimilacién de amonio en R,phaseoli. En esta via par-
ticipan las enzimas GSI, GSII y GOGAT. '
~  Las dos enzimas de glutamino sintetasa, presentes en este
microorganismo, se regulan de manera reciproca. Ya que en con-
diciones donde la GSI esta activa, la GSII se encuentra muy baja
y en condiciones donde la GSII se induce, 1la GSI reprime su ac-
tividad., La GSI es una enzima termoresistente, de peso molecular
mayor que la GSII. En este trabajo se encontrd que la GSI se sin-
tetiza constitutivamente durante todo el ciclo de crecimiento en
las diferentes fuentes de nitrégeno probadas, ya que la actividad
de transferasa se mantiene constante. La actividad de la GSI
solamente es mnodulada por el sistema de regulacién postraduc-
cional de adenilacioén. La actividad de la GSI se inactiva cuando
- las células se crecen en medio minimo, sin importar cual es la
fuente de nitroégeno, en cambio la induccidén de la GSII responde a
la disponibilidad de nltrégeno en el medio de cultivo. Este dato
sugiere que la GSII de R.phaseoli pudiera estar regulada por el
sistema general de nitrogeno (Ntr), tal y como se ha reportado
para la GSII de Bradyrhigobium japonicum (106), R. meliloti (95)
y Agrobacterium (112)., La GSII en R.phaseoli es una enzima que
alcanza niveles muy altos de induccién. Hemos observado que
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cuando ésta actividad disminuye, por ejemplo al final del
crecimiento en medio minimo de la cepa silvestre o en una mutante
afectada en la actividad de GS5II, se excreta amonio al medio.

La actividad biosintética de estas dos enzimas responde a
los niveles intracelulares de a~cetoglutarato y glutamina, lo que
significa que la relacién carbono/nitrégeno, determina la
regulacién de las dos glutamino sintetasas de R.,phaseolj. Cuando
la relacidn a-cetoglutarato/glutamina decrece, la GSI es
adenilada, con lo que pierde su actividad biosintética. Cuando la
GSI es inactivada, la GSII se induce. Esta respuesta en cuanto a
la adenilacién de la GSI cuando disminuye la relacién a-~
cetoglutarato/glutamina es muy semejante a lo encontrado en la
regulacién de la GS de E.coll y K.pneumoniae por el sistema de
adenilacidén (20). Aungue podemos marcar una diferencia, gque en
Rhizobjium la relacién a-cetoglutarato/glutamina es muy alta en
medio rico., Mientras que en E,coli en medio rico, la actividad de
GS es muy baja y esta muy adenilada, lo que significa que la
relacion a-cetoglutarato/glutamina es totalmente opuesta.

Hemos observado que la induccioén de la GSII esta direc~
tamente relacionada con la velocidad del cambio en la relacidn
a-cetoglutarato/glutamina, es decir que cuando esta relacidén dis~-
minuye lentamente, la GSII se induce a niveles muy altos,
mientras gque, cuando disminuye muy rdpidamente, como ocurre
durante el crecimiento en amonio o en glutamina, los niveles de
GSII son nmuy bajos. La relacidén a-cetoglutarato/glutamina
también disminuye muy rdpidamente cuando se agrega un exceso de
amonio, a un cultivo con la GSII inducida, como es el caso del
crecimiento en glutamato como fuente de nitrdgeno. En estas con-
diciones la disminucién en la relacidén a-cetoglutarato/glutamina
va acompalfiada con una disminucidén en la actividad de GSII. La ac-
tividad de GSII se pierde a una velocidad mayor de lo gue se
perderia por simple dilucién durante el crecimiento. Este
dato nos sugiere la existencia de un sistema de inactivacidn
postraduccional de la GSII.

La inactivacién de la GSII al agregar un exceso de amonio es
un proceso irreversible, ya que no se recupera actividad de GSII
al regresar las cdélulas a un medio de derepresidén después del
shock de amonio. Posiblemente este sistema de inactivacion de la
GSII este relacionado con las pozas intracelulares de poder
energético y reductor, ya que al ahadir un exceso de glutamina a
un cultivo con la GSII inducida, la GSII también disminuye pero
esta disminucién no es irreversible, ya que la actividad de la
GSII se recupera conmpletamente al transferir las células a un
medio de derepresién. En el caso de un shock de glutamina la
relacién a-cetoglutarato/glutamina disminuye, por que aumenta la
poza intracelular de glutamina, pero la poza de poder enérgetico
y reductor no tiene porgue variar, ya que esa glutamina acumulada
proviene del exterior y no es el resultado de la accidén de la GS
con el concecuente consumc de ATP.

’ Por ultimo quisiera seflalar que cuando las células alcanzan
la fase preestacionaria, la GSII disminuye hasta niveles muy
bajos. Sabemos que la inactivacién de la GSII al final del
crecimiento también es un proceso irreversible, ya que si las
células se diluyen en un medio de derepresién, la actividad de la
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GSII tampoco se recupera y lo que es mas estas células son in-
capaces de crecer (datos no presentados en la tesis). E1 hecho de
que la GSII se inactive al final del crecimiento, nos sugiere,
que intracelularmente se estan dando las mismas condiciones, que
cuando se agrega un exceso de amonio, es decir deplecidn de las
pozas de a-cetoglutarato y ATP. Esto podria surgir simplemente
por un desacoplamiento entre el flujo de carbono y el de
nitrégeno, ya que la GSII es una enzima con una actividad muy
elevada. De tal manera que pudiera estar drenando esqueletos de
carbono y consumiendo una gran cantidad de energia en la sintesis
de glutamina.

En el laboratorioc del Dr. Jaime Mora, se ha determinado la
poza de poder energético de diferentes cepas de Rhizobium, en
diferentes condiciones de cultivo (comunicacion personal). Se ha
encontrado gue cepas que expresan niveles muy altes de GSII,
tienen una poza de ATP muy baja. Mientras que cepas con niveles
bajos de GSII presentan 1o contrario. Este dato apoya 1la
proposicion de que en la inactivacién de la GSII al f£final del
crecimientoc en medio minimo, se presenta la seflal de baja carga
energética.

El sistema de inactivacién de la GSII propuesto en este

trabajo, es el primer sistema de regulacidn postraduccional

propuesto en el género Rhizohium y pudiera tener una importancia
fundamental en la simblosis o durante la diferenciaciéon a bac=
teroide, ya que es un sistema de inactivacidén irrevercible y
cuando ocurre las células excretan amonio y dejan de crecer. En
pradyrhizobium japonicum se ha reportadoc la existencia de
transcripcion del gen glpII en los bactercides y sin embargo no
se detecta actividad de esta enzima (111). Posiblemente la ausen-
cla de actividad de GSII en los bacterocides, se debe al fun-
cionamiento de este sistema de inactivacién de la GSII. Seria muy
interesante aislar mutantes deficientes en este sistema de
inactivacidén y estudiar el fenotipo simbidtico, cuando se
presenta una alteracidn en la regulacicn de la actividad de GSII.

Con este trabajo hemos establecido que la unica via de
asimilacién de amonio en Rhizobium phaseoli es la via GS-GOGAT,
nos proguntames si es imprescindible que la bhacteria asimile el
amonio por esta via, para el desarrollo de una nodulacidén efec-
tiva. También por qué no existe otra manera de sintetizar
glutamato y qué pasaria si Rhizobium tuviera otro punto de
asimilacioén de amonio, como es a travéz de la actividad de 1la
glutamato deshidrogenasa (GDH). En el segundo trabajo presentado
en esta tesis, presento la clonacién del gen gdhA de E,coli en un
plasmido replicable en Rhizobium y la caracterizacidén de una cepa
de R hizobigg phaseoli que expresa la actividad de GDH.

En este trabajo se describe que una cepa de R.phaseoli con
actividad de GDH, esta afectada en su capacidad de fijar
nitrégeno atmosferico. Al respecto se pueden pensar dos razones
por las cuales la fijacidn de nitrégeno esta alterada en esta
cepa, Una explicacidn seria que la actividad de GDH este drenando
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esqueletos de carbono hacia la sintesis de glutamato, alterando
el funcionamiento del metabolismo de carbono de los bacteroides y
otra que compita por el poder reductor con la nitrogenasa.
También se podria proponer gque al alterar la asimilacidn de
amonio de las bacterias, se altere también el proceso dg
diferenciacidén a bacteroide y que los nédulos con bacterias GDH
contienen células que no se han terminado de diferenciar y que
por lo tanto no estan listas para fijar nitrdgeno.

En este trabajo se demostrd que la asimilacién de amonio por
la via GS-GOGAT, es fundamental para el establecimiento d$
simbiosis, ya que las plantas inoculadas con la cepa GDH de
R.phaseoli, fueron infectadas preferencialmente por bacterias que
habian perdido la actividad de GDH. Estos datos sugieren que las
plantas son capaces de seleccionar bacterias con una via de
asinilacidn de amonio especifica. Al momento no podemos saber en
que punto de la interaccion planta-bacteria este afectado. Una
posibilidad es que las bacterias GDH' sean incapaces de infectar
a las plantas Y gue la poca frecuencia de nédulos inducidos por
la cepa GDH' se deba a un efecto sinérgico por la presencia de
bacterias GDH . Otra alternativa seria que el proceso de
infeccidén y nodulacién sea .mucho mds lento o deficiente en las
cepas GDHY 'y que por un efedto de competencia ganen las bacterias
GDH™. Una manera de disernir ehtre las diferentes alternativas es
la clonacidn del, gen gdhA ‘en un sitioc estable dentro del
cromosoma de 5_g§ggggl_ a fFin de evitar la pérdida de esta
informacidn durante el proceso de nodulacién. Al respecto se
realizé la clonnclén‘de?este gen, en una de las reiteraciones del
gen estructural de:la nitrogenasa reductasa, utilizando el
plasmido pLB151 que . lleya clonado la reiteracién nifHa de la cepa
CFN42. Por el momentao se estan buscando las cepas homogenotizadas
con el gene nifH 1nterrumpido con el gene estructural de la GDH
de E.coli. Esta cepa servira para establecer la importacia de
asimilar el amonio,unicamente por la via GS-GOGAT, en el proceso
de nodulacién y fijacién de nitrégeno.

Por udltimo: queda  abierta la pregunta de porque existen dos
enzimas de glutamino sintetasa en Rhigobjum. Asi como sl alguna
de las dos enzimas es necdesaria para el proceso de diferenciacidn
o de nodulacidén. Se ha propuesto que el gen que codifica para la
GSII tiene un origen vegetal, dada la gran homologia con la GS de
plantas (102). Nosotros nos preguntamos porque se dié esta trans-
ferencia génica de la planta a la bacteria y si este tiene alguna
relacion con el desarrollo de la simbiosis. A fin de estudiar
el papel que desempeiia la GSII en el crecimiento de Rhizobium en
vida libre, asi como en el establecimiento de una simblosis efec~-
tiva, se aislé una mutante afectada en la actividad de la GSII.
Los resultados de este trabajo se presentan en el manuscrito
titulado "Isolation and characterization of a TnS induced mutant
of Rhizobium phaseoli affected in the GSII activity and nitrogen
fixation". El cual sera enviado a publicacion. En este trabajo se
presenta el alslamiento de la mutante AB2, la cual esta causada
por una sola insercidn del transposén TnS. Esta mutante tiene un
fenotipo muy complejo :

a) Esta mutante esta afectada en su capacidad de expresar la ac-
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tividad de GSII.

b) Presenta alteracidon en la utilizacién de succinato como
fuente de carbono.

c) Presenta una alteraciodn en la induccién de la fijacidn de
nitrdégeno. (fenotipo Fix retardado)

Este fenotipo es muy parecido al fenotipo reportado por la
mutante en ntrA de R.meliloti, pero a diferencia de la mutante
AB2, las mutantes descritas en este geh presentan asucencia to-
tal del transporte de dicarboxilicos, de actividad de nitrato
reductasa y de nitrogensa. En este trabajo se mostré que al
realizar hibridizaciones tipo Southern, de DNA total de las cepas
mutante AB2 y silvestre CFN42, contra el gene estructural de ntrA
de R.meliloti, el patrén de hibridizacién es el mismo en las dos
cepas, lo que significa que el transposén Tn5 no esta integrado
en el gene ntra. Ademds al introducir el gene de ntrA de
R.meliloti en la mutante AB2 no se complementd el fenotipo
presentado por esta mutacidn.

Por otra parte sabemos que la mutacidén de la cepa AB2, no
es una mutacidén estructural en el gene de la GSII, ya que la GSII
gque se logra detectar en la mutante durante el crecimiento en
nitrato, presenta la misma Km aparente por glutamato y la miswma
curva de sensibilidad a la temperatura, presentadas por la GSII
de la cepa silvestre., Adem&s el gen glnII de Bradyrhigobium

no hibridiza con el fragmento de DNA de 15Kb de la
mutante que lleva la insercidn de TnS.

Por otro lado se ha reportado que las mutantes en el gen
ntre de R.meliloti, son incapaces de crecer en nitrato, presentan
una induccién normal de la GSI y una alteracidén . en la expresion
de la GSII (101). Sin embarge no se ha reportado el fenotipo de
la mutante ntr¢ en cuanto a su capacidad de utilizar succinato.
Esta mutante presenta una inducciodon normal de la fijacién de
nitrdgeno en simbiosis, pero es inacapaz de expresar estos genes
explanta. Con el fin de encontrar si la mutante AB2 esta afectada
en este gen, se realizaron experimentos de hibridizacion tipo
Southern, de DNA total contra detectores de ntrC de B.coli y de
Rymeliloti. Encontramos que la mutacidén AB2 tampoco esta
localizada en este gen, ya que los patrones de hibridizacién no
estan modificados en la cepa mutante.

Otra alternativa, es que la mutante AB2 este afectada en un
gen requlatorio no descrito en Rhizobium, como podria ser en el
gen ntrB. En Klebsiella y en E,coli se ha reportado que el
producto del gen ntrB, codifica para una proteina que fosforila o
desfosforila al producto de ntrC, para activarlo o inactivarlo.
Mutaciones en ntrB presentan un fenotipo bajo constitutivo para
la sintesis de GS. Por otro lado como se mencioné en la
introduccién la actividad del producto de ntrB esta modulada por
las proteinas PII y uridiltrasnferasa, codificadas por los denes
glnB y glnD respectivamente. Mutaciones descritas en Klebsiella
en estos dos genes, pueden producir fenotipos alterados en la
sintesis de GS y en 1la expresion de genes regulados por el sis-
tema Ntr.

Cabe seflalar que la mutante AB2 ademas de estar afectada en
la exprecidén de la GSII, esta afectada en la adenilacidn de 1la
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GSI, cuando crece en medio minimo. Ya que 1la actividad de GSI no
pierde completamente su actividad biosintética, como ocurre en la
cepa silvestre. Este dato es de esperarse, dado el cambio en la
relacién a-cetoglutarato/glutamina, que se observa en esta
mutante. La cepa AB2 acumula a-cetoglutarato cuando crece en
medio minimo, por lo cual esta relacion se mantiene mucho mas
alta.

Existe la posibilidad de que la mutacién de la cepa AB2,
unicamente afecte la utilizacidén de succinato como fuente de car-
bono y que esta alteracidén en el metabolismo de carbono, sea lo
suficientemente importante, como para producir los demds efectos
colaterales en el fenotipo de esta cepa. Asi la baja asimilacidn
de succinato, produciria cambios en la relacidén de los diferentes
intermediarios del ciclo de Krebs y esto repercutiera en la
induccién de la sintesis de GSII.

Por udltimo, existe la posibilidad, de que la actividad de
GS1I sea importante en la oxidacidén de succinato, es desir que el
funcionamiento del ciclo de Krebs sea estimulado por la via GS5-
GOGAT. Se ha reportado que bacteroides de B.japonicum, oxidan el
succinato hasta &cido glutamico (120), 1lo cual implica la
participacién de la via GS-GOGAT. Por otra parte de demostrod,
que el catabolismo del 4cido glutdmico es importante para la
fijacién simbidtica de nitrégeno en R.meliloti (127)., E1
glutamato producido por la via GS-GOGAT puede ser catabolizado de
varias maneras, una de ellas es la via de GABA, la cual ha sido
propuesta en otras especies de Rhjigobium (127,128,130,). En esta
via el glutadmico es transformado a acido a-aminobutirico (GABA)
por la glutamado descarboxilasa, el GABA a su vez es convertido
. en semialdehido de &cido succinico y amonio., El amonio producido
seria asimilado por la actividad de la GSII. Esto implica la ex-
istencia de un ciclo de sintesis y degradacién de glutamina,
fundamental para mover el carbono del ciclo de Krebs (Fig.9)

Como la mutante AB2 esta afectada en la sintesis de
glutamina, con este modelo se puede explicar, que se acumule

a-cetoglutarato cuando crece en medio minimo (succinato maAs-

amonio), debido a la falta de glutamina que se requiere para
drenar este metabolito. También se puede explicar por qué la
mutante utiliza mas glutamina que la cepa silvestre cuando crece
en medio minimo (succinato mis glutamina), ya e los productos
del catabolismo de glutamina, glutamato y amonio nc pueden ser
utilizados para la sintesis de glutamina.

El aislamiento de mutantes estructurales en la actividad de
GSII, asi como mutantes en la glutamato descarboxilasa y en la
deshidrogenasa de semialdehido succinico, permitira demostrar la
participacién de este ciclo de sintesis y degradacidén de
glutamina en el funcionamiento del ciclo de Krebs, Por el momento
podemos sefialar que mutantes afectadas en la degradacién de
glutamato asi como mutantes en GOGAT descritas en otros
Rhigopbium, han resultado en un fenotipo Fix~.

El estudio de la asimilacién de amonio en vida libre,
resultd ser importante para comprender las estrategias que tlene
esta bacteria, para manejar el nitrégeno y poder establecer una
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simbiosis efectiva. Podemos decir que la via de asimilacidn de
amonio GS-GOGAT, ha sido seleccionada en esta interaccién y el
alterar esta ruta repercute en el proceso simbiéticc.

piruvato

wacetato &s citrato

malato

fumarato glu

t G8
succinato glm
X gspH OGAT

SAS NH, e~cetoglutarate

\G;\Bwlu /

succinilcoA

isocitrato

Figura 9.- Modelo del cicle de la glutamina integrado al ciclo de
Krebs. (GS)glutamino sintetasa, (GOGAT)glutamatoc sintasa,
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