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aa Aminoácido 

Abs Absorbancia 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ADNc ADN complementario 

ADP Adenosinadifosfato 

Amp Ampicilina 

ANOVA Análisis de varianza 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNm ARN mensajero 

AT/AR Adeniltransferasa/adenilremovasa 

ATP Adenosinatrifosfato 

°C Grado Celsius 

Cm Cloranfenicol 

CPS Polisacárido capsular 

CTAB Bromuro de hexadecil-trimetilamonio 

DEPC Dietilpirocarbonato 

DMSO Dimetilsulfóxido 

dNTPs Desoxirribonucleótidos 

DO Densidad óptica 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EPS Exopolisacárido 

FBN Fijación biológica de nitrógeno 

g Tiempo de duplicación 

g gramos 

GDH Glutamato deshidrogenasa 
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kDa Kilo daltons 
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l litros 
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LB Medio Luria Bertani 

MALDI-TOF 

Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass 

spectrometer – Desorción/ionización láser asistida por matriz con 

espectrómetro de masa de tiempo de vuelo 

MCS Multiple Cloning Site – Sitio múltiple de clonado 

mg Miligramo 

min Minuto 

ml Mililitro 

NSR Nitrogen Stress Response – Respuesta al estrés por nitrógeno 

Ntr Nitrogen regulated  

ORF Open Reading Frame – Marco de lectura abierto 

pb Pares de bases 

PBS Buffer fosfatos 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa  

PM Peso molecular 

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

PSE Polisacáridos extracelulares 

PSY-ara 
Medio Peptona Sales Extracto de Levadura modificiado con 
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PVDF Difluoruro de olivinildieno 

qq Quintales 

qRT-PCR Quantitative Real Time PCR – PCR cuantitativa en tiempo real 

Ref. Referencias 

RT-PCR PCR sobre ADNc 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 

Sp Espectinomicina 

Str Estreptomicina 

TBE Tris-borato-EDTA 

Tc Tetraciclina 

TCA Ácido tricloroacético 

TE Tris-EDTA 

Tyr51 Residuo tirosina 51 

UFC Unidad formadora de colonias 

Utasa/UR Uridiltransferasa/uridilremovedora 

X-gal 5-bromo-4cloro-3-indoil-β-galactopiranósido 
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x g Unidades “g” de centrifugación 

YEM Medio Manitol Extracto de Levadura 

g microgramos 

l microlitro 
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I.1 El nitrógeno (N): un elemento esencial para la vida 

La vida en nuestro planeta data de aproximadamente unos 3500 millones de años, y sus 

comienzos fueron gracias a la fusión de pequeños átomos de C, H, O, N y otros 

compuestos que, en condiciones adecuadas, permitieron la formación de las primeras 

moléculas en aquella atmósfera primitiva. Desde ese entonces, la existencia de los 

sistemas biológicos depende, en mayor o menor medida, de los ciclos biogeoquímicos 

de estos elementos en la naturaleza. 

Entre estos compuestos muy importantes para la vida de todos los seres vivos 

encontramos al nitrógeno (N), uno de los principales componentes de las moléculas 

vitales como ácidos nucleicos (ADN y ARN), proteínas, amino-azúcares y otros 

biopolímeros. Después del carbono y el oxígeno, es el elemento más abundante en la 

célula, representando, en promedio, entre el 12 y el 15% del peso seco de la misma. En 

la naturaleza, el N se encuentra principalmente como dinitrógeno (N2), molécula inerte 

que constituye el 79% de la composición gaseosa de nuestra atmósfera, y que no es 

utilizable por la mayoría de los organismos vivos. La imposibilidad que poseen los 

organismos para metabolizar este elemento radica en que la incorporación del N2 

atmosférico es lenta y dificultosa, debido a la presencia de un triple enlace entre los dos 

átomos de N que hacen que la energía de activación requerida para su incorporación 

sea muy elevada. Debido a esto, la molécula de N2 es tan estable que apenas se combina 

con otros elementos y, por tanto, los organismos capaces de incorporarlo primero 

necesitan reducirlo y luego fijarlo en forma de iones amonio (NH4
+), nitrito (NO2

-) o 

nitrato (NO3
-). Por otra parte, los depósitos geológicos que contienen N combinado 

fácilmente disponible por los seres vivos son escasos, siendo esto un factor limitante 

para la producción primaria en muchos ecosistemas (Canfield et al., 2010). Los iones de 

N inorgánico, como el NH4
+, NO2

- y NO3
-, que son los iones más requeridos en los 

ecosistemas terrestres y marinos, se encuentran como sales solubles en agua; 

consecuentemente, se distribuyen en la ecósfera diluidos en soluciones acuosas, 

formando pequeños reservorios de reciclado activo. La materia orgánica viva y muerta 

también supone una reserva de N, aunque muy pequeña. 

Así, los seres vivos han evolucionado y desarrollado diversas respuestas adaptativas a 

través del mejoramiento de rutas metabólicas y de sistemas de regulación genéticos, 
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que les permiten captar y asimilar los distintos nutrientes de manera de aprovechar las 

fuentes disponibles según el ecosistema que habitan.  

 

I.2 El suelo: un ecosistema fluctuante 

El suelo es el hábitat donde coexisten innumerables seres vivos de tamaño y funciones 

muy variables. Se estima que alrededor de un tercio de los seres vivos del planeta viven 

en él. Estos organismos condicionan la evolución de este ecosistema de acuerdo con la 

composición y la tasa de degradación de la materia orgánica que generan, lo cual, a su 

vez, puede modificar el pH y la composición iónica del suelo y como consecuencia, la 

propia biodiversidad. Debido a esto, los microorganismos son uno de los mayores 

responsables de que el suelo sea un ambiente en el cual la composición nutritiva varíe 

permanentemente en el tiempo y en el espacio. Durante su crecimiento y como 

consecuencia de sus diversos metabolismos, los microorganismos del suelo intervienen 

en los ciclos biogeoquímicos de los compuestos como carbono (C), azufre (S), nitrógeno 

(N), fósforo (P), hierro (Fe) y manganeso (Mn). Un grupo importante dentro de estos 

microorganismos son los procariotas que resultan irremplazables en el ciclado de estos 

nutrientes, donde transforman los compuestos por medio de reacciones de óxido-

reducción. 

En particular, el ciclo biogeoquímico del N consta de tres procesos básicos: la 

nitrificación, la desnitrificación y la fijación de N2 atmosférico (Figura I.1). La nitrificación 

es el proceso aeróbico de oxidación de los iones NH4
+ a NO2

-, el cual posteriormente se 

oxida a NO3
-. En el suelo se encuentran bacterias autótrofas nitrificantes, como las del 

género Nitrosomonas y Nitrobacter, que obtienen energía por oxidación del amoníaco 

(NH3) y de los nitritos respectivamente, y, por lo tanto, son las que llevan a cabo el paso 

de nitrificación. La capacidad del NO3
- de movilizarse más fácilmente que el NH4

+ en el 

suelo lo hace la principal fuente de N de las plantas.  
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Por su parte, los iones NH4
+ constituirían una fuente de N más eficiente porque 

requieren menos energía para ser incorporados, pero en el suelo estos iones están 

unidos a partículas de arcilla negativas, mientras que los iones NO3
- se encuentran libres 

permitiendo que puedan llegar fácilmente a las raíces de las plantas. El N que se forma 

en la nitrificación está oxidado y, por lo tanto, no posee energía biológicamente 

utilizable. Sin embargo, existen microorganismos capaces de utilizarlo, en ausencia de 

O2, como aceptor final de electrones mediante un proceso denominado desnitrificación, 

en el que intervienen generalmente heterótrofos como Pseudomonas denitrificans. La 

Figura I.1 Esquema general del ciclo biogeoquímico del nitrógeno y los organismos y sistemas 

que intervienen en él. Los principales procesos que ocurren en el ciclo biogeoquímico del N son 

la nitrificación, la desnitrificación y la fijación biológica de N2. En la nitrificación los iones NH4+ 

son oxidados a NO2- y luego a NO3- gracias a las bacterias del suelo. El nitrato producido puede 

ser utilizado por ciertos microorganismos como aceptor final de electrones. Estos 

microorganismos son los que llevan a cabo la desnitrificación. En ella, el NO3- se reduce 

nuevamente a NO2- y este se reduce hasta obtener N2O y finalmente N2 que es liberado a la 

atmósfera. El N2 atmosférico, finalmente, es fijado biológicamente por microorganismos 

específicos capaces de romper enzimáticamente los enlaces del N molecular y liberarlo 

nuevamente al suelo en forma de NH4+. Gráfico modificado del libro “Introducción a la 

Microbiología”- Gerard J. Tortora, Berdell R. Funke, Christine L., 2007. 
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desnitrificación se produce en condiciones ambientales diferentes a aquellas en las que 

ocurre la nitrificación, ya que normalmente son necesarios suelos saturados de agua 

donde el O2 es escaso. Los productos principales de la reacción son los gases N2 y óxido 

de nitrógeno (N2O), aunque también se puede acumular NO2
-. Este proceso permite 

devolver el N a la atmósfera, dejando al suelo desprovisto de N.  

Finalmente, existen tres formas de incorporación de N2 a la biósfera: el proceso 

industrial de Haber-Bosch, en el cual se utilizan altas presiones y temperaturas para 

transformar el N2 a NH4
+ (proceso principalmente empleado para producir fertilizantes), 

la fijación natural que ocurre como consecuencia de las descargas eléctricas y la fijación 

biológica de nitrógeno (FBN). Gracias a este último proceso biológico, llevado a cabo 

exclusivamente por procariotas, el N2 que se encuentra inerte en la atmósfera puede 

ser transformado en un compuesto fácilmente asimilable.  

Los microorganismos que realizan la FBN son capaces de romper la unión de sus enlaces 

por medio de un complejo enzimático especializado y producir compuestos 

nitrogenados que pueden ser aprovechados por la mayoría de los seres vivos, en 

especial las plantas. A su vez, las plantas transforman el N fijado en aminoácidos y 

proteínas vegetales, que son aprovechadas por los herbívoros, quienes los van 

almacenando para finalmente pasarlos al último eslabón de la cadena alimenticia, es 

decir, a los carnívoros. De esta manera, la FBN incorpora N a los suelos sin riesgos 

ecológicos para el medio ambiente. 

Por el contrario, la síntesis industrial de los fertilizantes nitrogenados es un proceso 

energéticamente desfavorable y que trae aparejado un alto costo ambiental, ya que la 

producción y utilización masiva de estos fertilizantes químicos se evidencian hoy en 

grandes riesgos para el suelo, el agua y el aire. Son bien conocidos los fenómenos de la 

eutrofización de aguas superficiales y subterráneas (Vance 2001; Fowler et al., 2013), y 

la producción de intermediarios de N como el N20, que es un producto muy nocivo para 

la capa de ozono y contribuye al efecto invernadero, la lluvia ácida y al calentamiento 

global (Ravishankara et al., 2009). Frente a esta problemática ambiental, la optimización 

de la FBN es de suma relevancia y resulta de gran interés que ha determinado que sea 

considerada objeto de intensa investigación en el ámbito científico. 
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I.3 Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) 

Las bacterias que habitan en el suelo han desarrollado sistemas específicos que les 

permiten sobrevivir y adaptarse a condiciones fluctuantes debido a los diferentes 

estreses ambientales que soportan. Particularmente, la microbiota bacteriana de los 

suelos agrícolas se encuentra bajo condiciones de inanición en el suelo desnudo y altas 

concentraciones de nutrientes en las zonas rizosféricas, aunque estos nutrientes deben 

ser captados en condiciones de muy bajo potencial de agua impuestas por la succión 

que ejerce la raíz. Así, dichas bacterias sufren importantes cambios morfológicos y 

fisiológicos para adaptarse a estas condiciones nutritivas cambiantes.  

La capacidad de fijar (reducir) N2 atmosférico es una de las adaptaciones que los 

procariotas han desarrollado para sobrevivir a ambientes limitados en este nutriente. 

Por muchos años, se creyó que solamente un número limitado de especies bacterianas 

eran las responsables de fijar N2 (Postgate, 1982). Sin embargo, en los últimos 40 años 

se ha demostrado que la fijación de N2 puede ser llevada a cabo por microorganismos 

altamente especializados denominados diazótrofos, entre los que encontramos 

cianobacterias, bacterias y arqueas, tanto en ambientes terrestres (Halbleib y Ludden, 

2000) como acuáticos (Capone, 2001).  

La FBN es de fundamental importancia en la biósfera ya que es la responsable de la 

introducción del N que luego será utilizado como nutriente por todos los organismos 

vivos. Además, este proceso tiene mucho valor dentro del contexto de la agricultura 

sustentable, ya que como mencionamos, puede evitar el uso abusivo de fertilizantes 

nitrogenados, disminuyendo la degradación del medio ambiente y ahorrando en el 

consumo de energía.  

Dependiendo de la forma en que llevan a cabo la FBN, podemos distinguir a los 

diazótrofos en tres grupos. Un primer grupo, los fijadores de vida libre, son capaces, 

como lo indica su nombre, de fijar N2 atmosférico en vida libre, sin necesidad de 

asociarse a un organismo vivo de otra especie, como las cianobacterias y bacterias de 

los géneros Azotobacter, Bacillus, Clostridium, y Klebsiella. Un segundo grupo involucra 

las rizocenosis diazotróficas, en el que las bacterias fijadoras se asocian a una planta 

hospedadora aunque sin modificar la estructura de la misma. El tercer grupo es el de las 

bacterias fijadoras en simbiosis, que tienen la particularidad de asociarse estrechamente 
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a las raíces de sus plantas hospedadoras formando nuevas estructuras muy 

especializadas, llamadas nódulos, en las que luego se diferencian a bacteroides para fijar 

el N2 de la atmósfera (Spaink et al., 1998; Hablieb y Ludden, 2000; Hirsch et al., 2002; 

Peoples et al., 2002; Gage, 2004). Entre este grupo de bacterias encontramos algunos 

géneros de actinomicetes (Frankia), de cianobacterias (Anabaena y Nostoc), y 

finalmente, algunas α y β-proteobacterias conocidas colectivamente como rizobios que 

son capaces de establecer simbiosis con plantas leguminosas (Wagner, 2011).  

Independientemente de la forma en que fijen el N atmosférico, todos los 

microorganismos capaces de realizar la FBN lo hacen gracias al complejo 

multienzimático de la nitrogenasa, el cual es responsable de la conversión del N2 en 

amoníaco (Raymond et al. 2004). 

La reacción que cataliza la nitrogenasa es la siguiente: 

 

N2 + 8 H+ + 8 e– + n ATP → 2 NH3 + H2 + n ADP + n Pi 

 

Siendo n≥16. Pi significa fosfato inorgánico, e– electrones y n el número de moles. 

Para llevar a cabo esta reacción se requieren grandes cantidades de poder reductor, 

energía en forma de ATP y la reducción obligada de protones con un mínimo de 1 mol 

de H2 producido por mol de N2 reducido (Halbeib y Luden, 2000). 

La forma más común de la nitrogenasa está constituida por dos componentes, un 

homodímero de una hierroproteína que es capaz de unir ATP, y un heterotetrámero de 

una molibdeno-hierro (Mo-Fe) proteína (Cebolla y Palomares, 1994; Halbleib y Ludden, 

2000). Esta enzima está codificada por los genes nif, y es altamente sensible al O2, ya 

que éste compuesto desnaturaliza irreversiblemente a su cofactor Mo-Fe (Shaw y Brill, 

1977). Es por esto que los organismos fijadores de N poseen mecanismos morfológicos 

y bioquímicos que les permiten tener bajas las concentraciones de O2 a fin de mantener 

la enzima funcionando (Ureta y Nordlund, 2002; Lee et al., 2004). 

 

I.4 Los rizobios 

Los rizobios son bacterias que habitan los suelos pertenecientes al orden Rhizobiales y 

que actualmente comprenden varias familias. En cuanto a su morfología, poseen forma 
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bacilar, son Gram negativas, aeróbicos y/o microaeróbicos y no esporuladas (Jordan, 

1984). La palabra “rizobio” implica en sentido estricto bacterias del género Rhizobium, 

pero actualmente este término se aplica a todos los representantes bacterianos que 

pueden nodular y fijar N2 en asociación con plantas leguminosas (Palmer et al., 2000).  

Los rizobios se dividen en α y β proteobacterias (Lloret y Martínez-Romero, 2005). Según 

el International Committee on Systematics of Prokaryotes Subcommittee for the 

Taxonomy of Rhizobium, la clasificación actual basada en criterios moleculares agrupa a 

los rizobios en 14 géneros de α-proteobacterias: Agrobacterium (Rhizobium), 

Allorhizobium, Aminobacter, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, 

Methylobacterium, Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella, 

Ensifer (Sinorhizobium) y 3 géneros de β-proteobacterias: Burkholderia, Cupriavidus 

(Wautersia), Herbaspirillum (http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy; Weir, 

2016; de Lajudie y Young, 2018). Esta clasificación taxonómica de los rizobios se basa en 

la filogenia obtenida a partir de genes de referencia de expresión constitutiva y 

similitudes de genomas completos (Lindström et al., 2006). 

Otra manera de clasificar a los rizobios se basa en su tasa de crecimiento (Stowers, 

1985). En este sentido, existen dos grandes grupos: rizobios de crecimiento lento y 

rizobios de crecimiento rápido (Allen et al., 1950; Elkan, 1981). Los rizobios 

denominados de crecimiento rápido poseen tiempos de generación de menos de seis 

horas. Dentro de este grupo encontramos los géneros Azorhizobium, Mesorhizobium, 

Rhizobium y Sinorhizobium. Los rizobios de crecimiento lento tienen tiempos de 

generación superiores a seis horas e involucran a las bacterias del género 

Bradyrhizobium (Jordan, 1984). Estudios basados en las secuencias de ARN 16S indican 

que dentro de dicho género podemos encontrar una amplia variedad de α-

proteobacterias que abarcan desde bacterias que establecen interacciones simbióticas 

con leguminosas hasta bacterias oligotróficas (Sawada et al., 2003). 

En la naturaleza, los rizobios pueden encontrarse de dos formas: libres en el suelo lo que 

denominamos en vida libre, o como bacteroides cuando se hallan en el interior de los 

nódulos de las raíces de las leguminosas. La diferenciación de rizobio a bacteroide va 

acompañada de una serie de importantes cambios en la expresión génica, que se 

traducen en cambios morfológicos y fisiológicos (Oke y Long, 1999; Natera et al., 2000; 

Oldroyd et al., 2011). En este sentido, los bacteroides tienen formas irregulares y son 
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inmóviles. Asimismo, sólo los rizobios que se encuentran diferenciados a bacteroides 

dentro de los nódulos son capaces de fijar N2. Allí, encuentran un ambiente con baja 

presión de O2, lo que les permite la expresión y actividad del complejo de la nitrogenasa 

que, como mencionamos previamente en este capítulo, reduce el N2 atmosférico a NH4
+. 

La mayoría de los diazótrofos utiliza este producto para satisfacer sus propias 

necesidades de N. Sin embargo, en los rizobios estos productos en vez de ser utilizados 

por los bacteroides son transferidos a la planta en forma de aminoácidos o ureídos 

(O'Gara et al., 1976). En compensación, los rizobios dentro del nódulo reciben 

protección y compuestos carbonados por parte de la planta necesarios para subsistir y 

fijar N2 (Patriarca et al., 2004; Prell y Poole, 2006; Terpolilli et al., 2012). 

Los rizobios en vida libre, por otra parte, se pueden encontrar en estado planctónico o 

en estado sésil formando parte de biofilms bacterianos. En estado planctónico son 

bacilos móviles que suelen presentar un flagelo polar o subpolar tipo perítrico y 

numerosos flagelos distribuidos uniformemente a lo largo de su superficie. Además, los 

rizobios son capaces de colonizar rápidamente la zona rizosférica y multiplicarse 

activamente en ella ya que allí encuentran una gran cantidad de sustancias nutritivas 

exudadas por las plantas. Algunos exudados específicos secretados por las plantas 

pueden iniciar una “comunicación” con los rizobios con el fin de establecer interacciones 

especializadas como es el caso de la simbiosis rizobio - leguminosa. 

 

I.5 Desarrollo de la simbiosis rizobio – leguminosa 

La interacción simbiótica entre rizobios y leguminosas es un proceso complejo que 

posee varias etapas (Figura I.2), y que comienza con el intercambio de señales entre la 

planta hospedante y el rizobio (Jiménez-Guerrero et al., 2017). Para poder iniciar una 

simbiosis productiva, en primer lugar, los rizobios deben reconocer la presencia de las 

raíces de la planta hospedadora y generar una respuesta para que el reconocimiento sea 

mutuo, de lo contrario los sistemas de defensa de la planta se activarían para enfrentar 

la infección bacteriana. El reconocimiento por parte de las bacterias se desarrolla gracias 

a que las raíces de las plantas producen cambios importantes en la composición química 

de la rizósfera.  
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Las raíces liberan una gran cantidad de compuestos tales como aminoácidos, azúcares, 

proteínas, flavonoides, alcoholes, vitaminas y hormonas. El ambiente que se genera es 

rico en nutrientes y puede promover el crecimiento de las poblaciones rizobianas del 

suelo gracias a la quimiotaxis positiva que presentan las mismas hacia muchos de los 

compuestos liberados. Esta quimiotaxis puede producirse en forma inespecífica 

(Gaworzewska y Carlile, 1982) o en forma selectiva hacia ciertos flavonoides liberados 

por su hospedante (Caetano-Anollés et al., 1988; Perret et al., 2000; Cooper, 2007). 

Además, las raíces en su propio desarrollo pueden encontrar a los rizobios libres. El 

resultado de todos estos procesos es la colonización rizosférica de las raíces. 

 

 

Figura I.2 Esquema del proceso de infección y formación del nódulo. En primer lugar, se lleva a 

cabo el reconocimiento de los simbiontes, previo a su contacto, en el cual participan señales 

solubles tanto de la planta como de los rizobios. Luego, los rizobios comienzan el proceso de 

adsorción y colonización de las raíces. Los pelos radicales se van encurvando y los rizobios quedan 

atrapados en dicha curvatura. La invaginación del pelo forma el hilo de infección, por el cual los 

rizobios avanzan hasta llegar a las células del córtex que están formando el primordio de nódulo. 

Allí se forman los simbiosomas donde las bacterias se dividen y se diferencian a bacteroides, 

mientras los nódulos maduran. Finalmente, los bacteroides dentro de los simbiosomas fijan N2 

atmosférico. Imagen modificada de  

http://evolution-textbook.org/content/free/figures/06_EVOW_Art/26_EVOW_CH06.jpg 
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Los rizobios detectan, durante su crecimiento en la rizósfera, los compuestos liberados 

por las raíces y en respuesta a ellos inducen la expresión de los genes de nodulación 

(nod) (Cosgrove et al., 1997; Cassab, 1998; Peck et al., 2006). Los genes nod codifican 

aproximadamente 25 proteínas requeridas para la síntesis y exportación de un 

lipoquito-oligosacárido denominado factor Nod (Gage, 2004; Downie, 2010), el cual es 

clave en el desarrollo del nódulo (Mergaert et al., 1997; Fujishige et al., 2008; Ferguson 

et al., 2010; Streng et al., 2011). La estructura química básica de los factores de 

nodulación sufre modificaciones de sus residuos dependiendo del rizobio (Mergaert et 

al., 1997), lo que determinará su especificidad simbiótica (Perret et al., 2000). 

Para iniciar el proceso de infección los rizobios no sólo deben colonizar la rizósfera sino 

también unirse a la raíz. La unión o adhesión a las raíces es el evento más temprano de 

contacto físico entre la planta y estas bacterias, y se inicia en forma inmediata al 

momento en que los rizobios entran en contacto con las raíces. Luego de la adhesión, 

ocurre una curiosa deformación de los pelos radicales, llamada enrulado del pelo radical 

(Patriarca et al., 2004; Ferguson et al., 2010). En este fenómeno los rizobios quedan 

atrapados en la curvatura interior del pelo radical, y posteriormente penetran al mismo 

formando un hilo de infección longitudinal en dirección a las células subcorticales de la 

raíz donde se está formando el nódulo (Gage, 2004). Este hilo de infección consiste en 

una estructura tubular, donde sólo una célula -o a lo sumo dos- penetra, y luego la 

bacteria es capaz de proliferar y continuar esta estructura hasta alcanzar las células 

corticales. Los rizobios también pueden infectar las raíces a través de alguna rotura en 

los pelos radicales (crack entry) e invadir las células corticales sin la necesidad de formar 

un hilo de infección (Oldroyd y Downie, 2008). 

En paralelo con la colonización de la rizósfera y la formación del hilo de infección, se 

induce la organogénesis del nódulo. Este proceso, así como la formación de otros 

órganos de la planta (como las flores, las hojas o las raíces), se lleva a cabo a través de 

varios pasos regulados de manera temporal y espacial (Patriarca et al., 2004). La 

liberación del factor Nod induce el desarrollo del primordio del nódulo. Una vez 

inducido, dentro del primordio continúan las divisiones mitóticas de las células 

corticales, que sufren un proceso de desdiferenciación lo que conduce a la formación de 

un meristema cuya función será generar el tejido en crecimiento del nódulo. Según el 

tipo de célula subcortical que comienza a dividirse será el tipo de nódulo formado. Esto 
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depende del genotipo de la leguminosa (Limpens et al., 2005), y lleva a la formación de 

dos tipos de nódulos diferentes: los determinados y los indeterminados (Patriarca et al., 

2004; Popp y Ott, 2011) (Figura I.3). Los nódulos determinados son redondeados y 

presentan un meristema apical que no es permanente. Por el contrario, los 

indeterminados son alargados y las células del cortex interno generan un meristema 

apical persistente (Ferguson et al., 2010).  

 

 

 

El crecimiento de los nódulos determinados se basa en la expansión en lugar de la 

división celular, razón por la que presentan una morfología esférica en vez de cilíndrica 

(Hirsch, 1992). En el caso particular de nuestro sistema de estudio, Bradyrhizobium 

diazoefficiens – soja, los nódulos que se forman son determinados. 

La última etapa de la infección es la invasión del nódulo por los rizobios y la formación 

del simbiosoma, dentro del cual los rizobios se diferencian a bacteroides. Una vez que 

los rizobios ingresan al citoplasma de la célula vegetal a través del hilo de infección 

alcanzan la corteza interior de la raíz, donde se observa que las bacterias son 

internalizadas por las células vegetales corticales. Esta internalización ocurre por medio 

de una endocitosis, en donde una o unas pocas bacterias quedan englobadas por la 

membrana vegetal oriunda del hilo de infección formando una vesícula que ingresa al 

citoplasma de la célula infectada. Una vez endocitadas, estas vesículas constituyen el 

denominado simbiosoma, y la membrana que las rodea se denomina membrana 

peribacterial (Bolaños et al., 2004). 

Figura I.3 Fotografías de nódulos en raíces de leguminosas. A) Nódulos indeterminados en raíces 

de Leucaena leucocephala; B) Nódulos determinados en raíces de poroto. Ambas plantas fueron 

inoculadas con R. tropici. Obsérvese la forma alargada de los nódulos indeterminados en 

comparación con la forma redondeada de los determinados. Lodeiro et al., 2003. 
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Durante la diferenciación a bacteroides, como ya mencionamos anteriormente, ocurren 

varios cambios en la bacteria. A nivel morfológico, el bacteroide es una célula más 

alargada, pierde el/los flagelos, se divide unas pocas veces (Kondorosi et al., 2013), y 

comienza a expresar la enzima nitrogenasa, para dar comienzo a la reducción del N2 

atmosférico, y así transferir el N fijado a la planta. 

Una característica relevante de esta interacción simbiótica entre rizobios y leguminosas 

es que la planta no forma un número ilimitado de nódulos, sino unos pocos. La 

regulación de la cantidad de nódulos totales formados se ejerce a nivel de los nódulos 

más tempranos, que van inhibiendo la formación de nódulos ulteriores (Caetano-Anollés 

y Gresshoff, 1991, Schauser et al., 1999). El mecanismo que inhibe la formación de 

nuevos nódulos cuando la planta ya dispone de un cierto número de nódulos funcionales 

o de fuentes de N alternativas en el suelo, se basa en un sistema de retro-control en el 

cual participan señales controladas por la parte aérea que se activan como sistema de 

defensa (Krusell et al.,2002). 

Existen otros sistemas aún no del todo comprendidos que permiten a la planta regular 

la cantidad de nódulos que pueden formarse. En este sentido, las leguminosas pueden 

nutrirse tanto del N del suelo como del N atmosférico. Si estas plantas encuentran 

alguna fuente de N adecuada en el suelo (principalmente NO3
-) inhiben la nodulación y 

la infección rizobiana. Además, las leguminosas regulan la cantidad de nódulos totales 

que les permitan obtener una buena provisión de N, aun cuando la disponibilidad de N 

en el suelo sea baja y se requiera de la fijación biológica de N2. 

 

I.6 La importancia de la simbiosis con las leguminosas 

Todas las leguminosas se caracterizan por presentar una alta acumulación de proteínas 

tanto en materia verde como en granos, lo cual las convierte en los cultivos con mayor 

demanda de N. En este sentido, la planta cubrirá estos requerimientos ya sea a partir 

del N del suelo producido por la mineralización de compuestos orgánicos o, en el caso 

de los suelos agrícolas, por los fertilizantes químicos. Esto conlleva a que los cultivos 

agrícolas se conviertan en grandes expoliadores de este nutriente, empobreciendo los 

suelos e incentivando al uso de fertilizantes nitrogenados que, como ya dijimos, causan 

grandes daños ambientales. Actualmente, y en pos de una agricultura sustentable, una 
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práctica común para evitar esta problemática es la inoculación de las semillas de 

leguminosas con suspensiones de rizobios activos para la nodulación (llamados 

biofertilizantes), que les brindan a las plantas compuestos nitrogenados obtenidos a 

partir de la fijación de N2 atmosférico (Lodeiro, 2015).  

Entre las leguminosas se destacan una serie de especies de gran interés agronómico, 

tales como los cultivos de soja, poroto, arveja, garbanzo, maní para la producción de 

grano, y las forrajeras alfalfa y trébol. Sin embargo, en Argentina la soja es el principal 

cultivo de leguminosas, ocupando 18 millones de hectáreas con un rinde nacional de 

21,4 qq/H en la campaña 2017/2018 (http://www.bolsadecereales.com/ver-cierre-de-

campaña-105). De esta manera, nuestro país es el tercer productor mundial de esta 

leguminosa, luego de Estados Unidos y Brasil, consolidándose como uno de los 

principales exportadores de este producto (http://www.bolsadecereales.com/; 

https://inta.gob.ar/). Sin embargo, el aumento de la producción en estos últimos años 

conlleva a que la cantidad de área de soja cultivable parece haber alcanzado un máximo 

(Lodeiro, 2015). Es así que para aumentar la producción de esta leguminosa es necesario 

aumentar la productividad por hectárea. De esta forma, la mejora de los inoculantes y 

su aplicación cobran preponderancia y son objeto de desarrollo agrobiotecnológico. En 

particular, la soja puede ser nodulada por un número reducido de especies de rizobios 

entre los que se encuentran B. japonicum, B. diazoefficiens, B. elkanii y Ensifer fredii 

(Delamuta et al., 2013).  

La inoculación de leguminosas con rizobios fijadores de N2 se practica como un método 

de fertilización de bajo costo y bajo impacto ecológico, compatible con metodologías de 

agricultura sustentable. Sin embargo, los resultados de esta práctica suelen ser muy 

variables en términos de aumentos del rendimiento y la calidad de los cultivos. Se ha 

intentado mejorar genéticamente las cepas de rizobios utilizadas (Sadowski y Graham, 

1998), las formulaciones y métodos de aplicación de los inoculantes (Smit, 1992; López-

García et al., 2009), así como también se ha intentado mejorar algunas de las especies 

de leguminosas para optimizar su asociación simbiótica con los rizobios (Herridge y 

Rose, 2000). Algunos de estos procedimientos, mejorando las formulaciones de 

inoculantes (López-García et al., 2001 y Tesis Doctoral, 2004) y las metodologías de su 

aplicación (López-García et al., 2002, Althabegoiti et al., 2008; López-García et al., 2009), 

han permitido mejoras en el aprovechamiento de la simbiosis. Sin embargo, también es 
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cierto que, a pesar de los esfuerzos, la respuesta a la inoculación en términos de 

rendimiento del cultivo dista de ser óptima. En este sentido, la presencia de poblaciones 

naturalizadas de rizobios competidores en diversos suelos donde se ha cultivado soja 

durante varios años constituye un formidable obstáculo para la efectividad con que los 

rizobios llevados por los inoculantes pueden ocupar un número significativo de nódulos 

de modo que se manifieste plenamente su capacidad fijadora de N2. Resultados 

precedentes en nuestro laboratorio sugirieron que sería posible aumentar la 

competitividad de los inoculantes si éstos se preparan con rizobios limitados en N. Los 

mismos mostraron una influencia positiva de las condiciones de inanición de N sobre las 

etapas tempranas de la interacción, la infectividad, la competitividad para nodular y la 

FBN entre nuestra bacteria de estudio B. diazoefficiens y las plantas de soja (López-

García et al., 2001; López-García, 2004). 

Estos resultados motivaron nuestro interés en comprender cómo los sistemas 

específicos se activan y se regulan para adaptarse a la escasez de N en B. diazoefficiens, 

tanto en vida libre como en simbiosis, con el fin último de aprovechar racionalmente el 

efecto de dicha condición y, a futuro, intentar utilizar ese conocimiento adquirido en el 

desarrollo y formulación de mejores inoculantes para soja.  

En lo que resta de este Capítulo desarrollaremos en más detalle las particularidades del 

metabolismo de N en las bacterias y en particular en los rizobios. 

 

I.7 Metabolismo general del N en bacterias 

Las bacterias son capaces de utilizar el N en cualquiera de sus formas: compuestos 

inorgánicos (NH4
+, NO3

-, NO2
-), compuestos orgánicos como aminoácidos, así como 

también, el N2 molecular. A pesar de la amplia variedad de compuestos nitrogenados 

que pueden metabolizar, el NH4
+ es por excelencia la fuente nitrogenada preferida, ya 

que puede ser asimilado sin grandes requerimientos energéticos. La utilización de 

fuentes inorgánicas oxidadas en cambio, requiere como primer paso la reducción a NH4
+, 

seguido por la incorporación en metabolitos intracelulares, lo que conlleva un gran gasto 

de energía (Leigh et al., 2007). 

Las vías metabólicas de asimilación de N se pueden dividir en dos clases: las vías 

necesarias para captar y asimilar el N proveniente del medio extracelular, y las vías 
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biosintéticas de compuestos intracelulares. Cualquiera sea la vía en cuestión, el 

metabolismo de N en procariotas involucra la expresión coordinada de un gran número 

de enzimas y proteínas que integran complejas rutas metabólicas. El control de la 

expresión de dichas enzimas está determinado por la disponibilidad de N y C en el 

interior de la célula y se encuentran reguladas tanto a nivel transcripcional como a nivel 

postraduccional. Si bien los estudios más detallados hasta la fecha se han llevado a cabo 

con bacterias entéricas, existe gran cantidad de evidencias que demuestran que los 

sistemas de regulación de la asimilación de N descriptos se extienden también a muchos 

otros géneros (Ninfa et al., 2005; Leigh y Dodsworth, 2007). 

Por otra parte, dado que el NH4
+ es la fuente nitrogenada preferida y más utilizada por 

las bacterias, ya que aporta una mayor tasa de crecimiento que cualquier otra fuente de 

N, centraremos nuestra descripción en los mecanismos generales de la asimilación de 

este nutriente. 

 

I.7.1 Ingreso del amonio al interior celular 

El NH4
+ se encuentra en equilibrio con el NH3, y se asume que el NH3 es capaz de 

atravesar la mayoría (aunque no todas) de las membranas biológicas sin necesidad de 

una difusión mediada (Kikeri et al., 1989; Andrade y Einsle, 2007). 

Los microorganismos en general, no poseen sistemas que le permitan regular el ingreso 

o el egreso de NH3 por difusión, pero sí poseen proteínas de membrana capaces de 

regular el ingreso de NH4
+. Esto ocurre ya que el NH4

+, debido a su carga, solamente 

puede cruzar las membranas biológicas por un mecanismo activo a través de una familia 

de transportadores altamente específicos que se denominan AmtB (por sus siglas en 

inglés Ammonium transporter).  

Los transportadores AmtB (codificados por el gen amtB) son una familia de proteínas de 

membrana que se encuentran altamente conservados en varios organismos entre los 

que encontramos arqueas, bacterias, hongos y plantas (Thomas et al., 2000a, b). Estos 

transportadores han sido descriptos en varias especies bacterianas (Kleiner, 1985; 

Howitt et al., 1986; Tatè et al., 1998), sin embargo, el AmtB de Escherichia coli ha sido 

uno de los más estudiados (Thomas et al., 2000a, b; Conroy et al., 2007; Durand y 

Merrick, 2006; Boogerd et al., 2011). 
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Este sistema de incorporación de NH4
+ puede ser activado por varios factores: 

comúnmente puede activarse como consecuencia de las condiciones de limitación de N 

intracelular, como pueden ser la presencia de NO3
- o glutamato como única fuente de 

N; o bien como un mecanismo para recuperar el NH3 / NH4
+ perdido; o para detectar la 

concentración de NH4
+ extracelular (Udvardi et al., 1992; Tatè et al., 2001). Cuando las 

concentraciones de NH4
+ en el exterior de la bacteria superan ampliamente los 10-20 

mM, la síntesis de proteínas de captación de NH4
+ se reprimen, presuntamente porque 

la difusión de NH3 a través de la membrana se lleva a cabo lo suficientemente rápido 

para suplir las necesidades de N (Kleiner, 1981; Marini et al., 1997).  

La proteína AmtB de E. coli se ubica anclada a la membrana citoplásmica (Blakey et al., 

2002; Conoroy et al., 2004). Los primeros 22 residuos del AmtB de E. coli codifican un 

péptido señal (von Wiren y Merrick, 2004; Thornton et al., 2006) que se escinde de la 

pre-proteína tras la inserción de la membrana para que la proteína madura contenga 

una topología con su extremo N-terminal en el exterior y su extremo C-terminal hacia el 

interior de la bacteria (von Wiren y Merrick, 2004; Zheng et al., 2004; Khademi et al., 

2005).  

Los AmtB que se han descripto hasta el momento son homotrímeros (Figura I.4 – Panel 

A), en los que cada subunidad está formada por 11 hélices transmembrana.  

Los estudios realizados de la estructura de AmtB revelaron que el transporte se produce 

a través de un estrecho poro, principalmente hidrofóbico, ubicado en el centro de cada 

monómero que contiene dos histidinas altamente conservadas (H168 y H318) (Javelle 

et al., 2004). A partir de datos de simulación, estructurales y energéticos junto con 

ensayos in vivo e in vitro, se ha encontrado un potencial sitio de unión al NH4
+ de alta 

afinidad, lo que indica que el NH4
+ es el sustrato reconocido por AmtB, y el NH3 la especie 

transportada (Figura I.4 – Panel B) (Soupene et al., 1998; Khademi et al., 2004; Zheng et 

al., 2004; Javelle et al., 2005; Liu y Hu, 2006).  
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I.7.2 Vías de asimilación de amonio en bacterias 

 

Una vez en el interior de la bacteria, el proceso mediante el cual se lleva a cabo la 

asimilación de NH4
+ involucra un conjunto de enzimas que se encuentran ampliamente 

conservadas en la naturaleza. En particular, existen dos rutas metabólicas mediante las 

cuales se puede llevar a cabo el proceso de asimilación: aquella en la que interviene la 

enzima glutamato deshidrogenasa (GDH; EC 1.4.1.3) o mediante el ciclo glutamina 

sintetasa (GS; EC 6.3.1.2) - glutamato sintasa (GOGAT; EC 1.4.1.3) (Zalkin et al., 1998).  

A) B) 

Figura I.4 Estructura tridimensional del transportador de amonio AmtB de Escherichia coli. A) En 

la figura se muestran las tres subunidades que conforman el transportador AmtB. En ella puede 

verse que cada subunidad se encuentra constituida por 11 hélices de transmembrana. La 

disposición que adoptan las 3 subunidades permiten la formación de un poro estrecho en el centro 

por donde ingresan las moléculas de NH3/ NH4+. Las esferas azules representan moléculas de NH3, 

mientras que las esferas naranjas representan los iones NH4+. B) Mecanismo de conductancia del 

NH3. Las esferas verdes y violetas son átomos de N que se encuentran formando parte de moléculas 

de NH4+ o NH3, respectivamente. Las moléculas amarillas son los H+ que intervienen en dichas 

moléculas, mientras que los protones libres se representan como esferas naranjas. El mecanismo 

de ingreso involucra un sitio extracelular que atrae las moléculas de NH4+ y un canal hidrofóbico 

que elimina el protón del NH4+ para convertirlo en NH3. En forma de NH3 la molécula puede 

atravesar el canal. Una vez en el interior celular, el NH3 es protonado nuevamente para convertirse 

en NH4+ y de esta manera ser utilizado en los diversos procesos metabólicos. Imágenes 

modificadas de Khademi y Stroud, 2005. 
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Como se puede ver en la Figura I.5 - Panel A la reacción catalizada por la GDH permite 

obtener una molécula de glutamato a partir de una molécula de NH4
+ y una de -

cetoglutarato. Esta reacción no requiere ATP pero es redox dependiente, utilizando 

NADPH como cofactor. En algunos casos, esta enzima cataliza también la reacción 

inversa de desaminación oxidativa del glutamato para generar α-cetoglutarato y NH4
+. 

Por ello, el papel fisiológico de la GDH como enzima anabólica o catabólica está 

determinada por su especificidad de cofactor (NAD o NADH, NADP o NADPH). 

Por otra parte, en el ciclo GS/GOGAT (Figura I.5 - Panel B) el NH4
+ es incorporado en una 

molécula de glutamato en una reacción catalizada por la enzima GS para producir otro 

aminoácido con mayor contenido de N, la glutamina.  

 

 

 

A diferencia de la reacción catalizada por la GDH, la asimilación de NH4
+ mediante la GS 

requiere de una molécula de ATP. La glutamina formada puede reaccionar con el α-

cetoglutarato para dar como producto dos moléculas de glutamato en una reacción 

catalizada por la GOGAT, utilizando NADPH como cofactor (Reitzer, 2003; Lehninger et 

Figura I.5 Esquema de la asimilación de NH4+ en bacterias. La asimilación de dicho compuesto 

puede llevarse a cabo a partir de dos rutas metabólicas: A) aquella que involucra la acción catalítica 

la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) cuando la concentración de NH4+ en el medio 

extracelular es elevada, o B) mediante el ciclo glutamina sintetasa (GS) - glutamato sintasa 

(GOGAT) cuando el NH4+ se encuentra en bajas concentraciones. El producto final de cualquiera de 

estas vías metabólicas es el glutamato, compuesto a partir del cual se sintetizan los compuestos 

nitrogenados que la célula necesita. 

A) B) 
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al., 2005). Una de las moléculas de glutamato así producidas puede utilizarse en la 

biosíntesis de otros aminoácidos, pirimidinas y purinas, y la segunda molécula reingresa 

a este ciclo GS/GOGAT para incorporar una nueva molécula de NH4
+, y así mantener el 

ciclo.  

La enzima GDH tiene una baja afinidad por el NH4
+, y en bacterias entéricas, como E. coli 

y Salmonella, esta enzima es la principal involucrada en la asimilación de NH4
+ cuando 

este compuesto está en exceso, probablemente debido a que en dicha condición los 

niveles energéticos y de fuentes carbonadas son limitados. Por el contrario, el ciclo 

GS/GOGAT es la principal ruta de asimilación de NH4
+ cuando el N es escaso ya que la GS 

posee una alta afinidad por dicho compuesto (Helling, 1994; Helling, 1998).  

En bacterias como Bacillus subtilis, otras Gram positivas y en algunas proteobacterias 

como los rizobios, la GDH está ausente (Fisher y Sonenshein, 1991; Merrick y Edwards, 

1995), por lo que la asimilación de NH4
+ sólo se lleva a cabo mediante el ciclo GS/GOGAT.  

 

I.7.3 Regulación de la asimilación de amonio 

Dado que las enzimas GS/GOGAT son las principales proteínas encargadas de la 

asimilación de NH4
+ en procariotas fundamentalmente en condiciones limitantes de 

dicho nutriente, es esperable que se encuentren finamente reguladas. En particular, la 

actividad de la enzima GS se encuentra inhibida por numerosos productos del 

metabolismo tales como alanina, glicina, serina, histidina, triptófano, adenosina 

monofosfato, citidina trifosfato, glucosamina-6-fosfato (Eisenberg et al., 2000), que 

actúan como inhibidores competitivos, uniéndose al glutamato o al sitio activo de la 

proteína GS (Liaw et al., 1993; Liaw et al., 1994; Eisenberg et al., 2000). Adicionalmente, 

esta enzima se encuentra regulada mediante modificación covalente. Esto se debe a que 

la proteína GS está formada por 12 subunidades que se ubican en forma de dos 

hexámeros contiguos, donde cada monómero puede ser regulado por adenilación 

reversible, siendo la enzima adenilada catalíticamente inactiva y por ende la enzima 

deadenilada, activa. Se ha reportado que el número de monómeros deadenilados 

indican el grado de activación de la enzima (Stadtman, 2001). 

En su conjunto, la compleja regulación de la actividad GS en bacterias es llevada a cabo 

por una cascada de señalización denominada Sistema de Respuesta al Estrés por N (NSR 
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- por sus siglas en inglés Nitrogen Stress Response). Este sistema de regulación ha sido 

ampliamente estudiado en bacterias, principalmente en enterobacterias (Arcondéguy 

et al., 2001; Rietzer, 2003; Dixon y Khan, 2004; Ninfa y Jiang, 2005; Forchhammer, 2007). 

En general, la NSR está compuesta por varias proteínas entre las que encontramos una 

uridiltransferasa/removasa (UTasa/UR) denominada GlnD, unas pequeñas proteínas 

triméricas llamadas PII (las cuales se subdividen en dos familias GlnK y GlnB), la proteína 

adenil-transferasa/removedora GlnE y el sistema de dos componentes integrado por la 

proteína histidina quinasa NtrB y su regulador de respuesta NtrC. 

Se ha demostrado que la relación de las cantidades relativas de α-cetoglutarato y de 

glutamina en el interior de la célula son las que regulan específicamente la actividad de 

dichas proteínas (Ninfa et al., 1995). Como ya hemos mencionado, el α-cetoglutarato y 

la glutamina son sustratos del ciclo GS/GOGAT e indican el balance metabólico entre el 

C y el N intracelular, por lo que la NSR resulta la principal cascada integradora del 

metabolismo de estos compuestos. Los principales sensores de la NSR son la UTasa/UR 

GlnD, la cual se encuentra regulada alostéricamente por la glutamina (Jiang et al., 1999), 

y las proteínas de señalización PII que son uridiladas de manera reversible por GlnD 

cuando la concentración de glutamina intracelular es baja (Reitzer, 2003; Ninfa et al., 

2005). Además, las proteínas PII son reguladas alostéricamente por el α-cetoglutarato: 

la unión de α-cetoglutarato a las PII es un indicador de los niveles de compuestos 

carbonados disponibles (Forchhammer, 2007). 

En particular, cuando la relación α-cetoglutarato / glutamina es alta, señal de limitación 

de N, la NSR se activa para aumentar la asimilación de NH4
+ (Figura I.6). En este caso, 

GlnD detecta que la concentración de glutamina es baja y uridila el residuo Tyr51 (Y51) 

de las proteínas PII (Reitzer et al., 2003; Ninfa et al., 2005). De esta manera, las PII 

uridiladas (PII-UMP) desencadenan la activación del sistema de dos componentes 

NtrB/NtrC, por un mecanismo que implica la interacción entre PII y NtrB. Así, NtrB se 

autofosforila y transfiere el fosfato a NtrC. NtrC-P se asocia a secuencias específicas río 

arriba de promotores de varios genes que codifican funciones requeridas para la 

supervivencia en estas condiciones y que, en su conjunto, se denominan regulón Ntr 

(por su nombre en inglés: Nitrogen regulated genes) (Martin et al., 1988; Burkovski, 

2003; Dávalos et al., 2004). 
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Figura I.6 Esquema general de la regulación de la asimilación de NH4+ en bacterias. Dentro de la 
célula la relación C/N se expresa como la relación α-cetoglutarato/glutamina. Cuando esta 
relación es alta, indicio de escasez de N, la proteína GlnD se activa y uridila a las proteínas PII. Las 
PII uridiladas (PII-UMP) interactúan con la enzima GlnE de manera tal que esta última deadenila 
a la enzima GS activándola para catalizar la conversión de glutamato y NH4+ en glutamina. 
Paralelamente, cuando las proteínas PII son uridiladas se activa la proteína sensora NtrB, la cual 
se autofosforila y transfiere el grupo fosfato al regulador de respuesta NtrC. NtrC-P es el encargado 
de inducir la expresión de varios genes involucrados en el metabolismo del N (conocidos como el 
regulón Ntr por su nombre en inglés Nitrogen regulated genes) con el fin último de restablecer los 
niveles de glutamina intracelulares. 
Cuando la concentración de glutamina intracelular es elevada, lo que conlleva a una relación C/N 
baja, GlnD deuridila las proteínas PII. En estas condiciones, la interacción de estas proteínas con 
GlnE conduce a la adenilación de GS que se inactiva. Además, PII deuridilada es capaz de unirse a 
NtrB, inhibiendo su capacidad de autofosforilarse e impidiendo la transferencia del grupo fosfato 
al regulador de respuesta NtrC. De esta manera, se inhibe la expresión del regulón Ntr. Esta 
disminución de la actividad GS evita una excesiva remoción de α-cetoglutarato del Ciclo de Krebs.  
Las flechas verdes indican un efecto positivo mientras que las flechas en rojo indican una 
influencia negativa. 
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En paralelo, las PII uridiladas también son capaces de interactuar con la enzima 

adeniltransferasa/adenilremovasa GlnE de manera tal que esta última adquiere la 

conformación que le permite deadenilar a la enzima GS, activándola para catalizar la 

conversión de glutamato en glutamina. La enzima GlnE no ha sido muy estudiada en las 

bacterias en general, sin embargo, su mecanismo de interacción con las proteínas PII se 

ha descripto en detalle en E. coli (Jiang et al., 2007). En esta bacteria, se ha reportado 

que GlnE posee un sitio de unión a glutamina y un sitio de unión para las proteínas PII. 

La unión de una molécula de glutamina y de PII deuridilada induce un cambio de 

conformación de GlnE que activa la función adeniltransferasa de esta enzima, la cual 

conduce a la inactivación de GS por adenilación de sus subunidades. Por el contrario, la 

ausencia de glutamina intracelular junto con la unión de PII uridilada y unida a moléculas 

de α-cetoglutarato, inducen a la conformación de GlnE que cataliza la deadenilación de 

GS, la cual adopta su forma activa. 

Lo contrario ocurre cuando la relación α-cetoglutarato/glutamina es baja (Figura I.6). En 

este caso, en presencia de altos niveles intracelulares de glutamina, la activación de esta 

cascada de respuesta al estrés por N no es necesaria y GlnD estimula la deuridilación de 

las proteínas PII para mantener el sistema funcionando a un nivel basal, pero 

fundamentalmente apagado (Arcondéguy et al., 2001). 

En bacterias como E. coli se ha descripto que, en medios ricos en N, PII deuridilada es 

capaz de interaccionar con NtrB (Atkinson y Ninfa, 1998). Durante esta interacción, NtrB 

adquiere una conformación que favorece su acción fosfatasa e inhibe su actividad 

quinasa (Ninfa y Magasanik, 1986; Keener y Kustu 1988; Kambervov et al., 1994). De 

esta manera, la unión de PII a NtrB promueve la desfosforilación del regulador de 

respuesta NtrC, inhibiendo así la expresión de los genes involucrados en la asimilación 

de NH4
+ y en el metabolismo del N (regulón Ntr). 

 

I.8 Proteínas de señalización PII: integradoras de los flujos de C y N 

intracelular 

Las proteínas PII son una familia de proteínas de señalización que se encuentran 

ampliamente distribuidas en la naturaleza incluyendo bacterias, arqueas, algas y plantas 

(Arcondéguy et al., 2001; Sant’Anna et al., 2009; Huergo et al., 2013). Estas proteínas 
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pueden ser clasificadas dentro de 3 subfamilias denominadas GlnB, GlnK y NifI, las cuales 

se encuentran codificadas por los genes glnB, glnK y nifI respectivamente (Arcondéguy 

et al., 2001; Leigh y Dodsworth, 2007). Las proteínas de la subfamilia NifI se encuentran 

en arqueas fijadoras de N y en algunas bacterias anaeróbicas, y su rol principal es 

controlar los procesos involucrados con la fijación de N2 (Leigh y Dodsworth, 2007). Las 

proteínas NifI son heterómeros y están compuestas por dos homólogos denominados 

NifI1 y NifI2, los cuales forman parte de dos subfamilias diferentes. Mediante análisis 

filogenéticos y estudios en la secuencia del T-loop de estas proteínas se ha demostrado 

que existe una gran diferencia entre ellas y las subfamilias GlnB y GlnK (Leigh y 

Dodsworth, 2007). 

Por otra parte, GlnB y GlnK son proteínas mucho más cercanas entre sí, con un 60-70% 

de identidad, y con una amplia variedad de funciones que se centran en coordinar la 

regulación de procesos metabólicos. En particular, estas proteínas actúan como 

transmisoras de señales de los estados de C, N y energía intracelular (Commichau et al, 

2006). Dependiendo de estos estados, las proteínas pueden tomar diversas 

conformaciones, y según la conformación adoptada pueden interactuar con varias 

proteínas blanco, la mayoría de las cuales intervienen en la asimilación de N. 

 

I.8.1 Estructura de las proteínas GlnB y GlnK 

Mediante técnicas de cristalografía por rayos X, se ha determinado que las proteínas 

GlnB y GlnK se caracterizan por formar homotrímeros, donde cada subunidad es de 12-

13 KDa con una estructura tridimensional altamente conservada (Arcondéguy et al., 

2001). Dentro de los trímeros, el cuerpo de cada subunidad es cilíndrico y contiene 3 

bucles, denominados C-, B- y T-loop (Figura I.7). Los B- y C-loop son bucles más pequeños 

que sobresalen de las hendiduras de la subunidad, de modo que los bucles B y C de las 

subunidades adyacentes se enfrentan entre sí y forman parte de la unión de nucleótidos 

que permiten la formación de trímeros. Por su parte, el T-loop es un bucle prominente, 

cuya estructura es flexible en solución y es capaz de adoptar varias conformaciones que 

resultan vitales para las interacciones proteína-proteína (Xu et al., 1998; Xu et al., 2003; 

Sakai et al., 2005; Yildiz et al., 2007). 
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En particular, en el vértice del T-loop se encuentra el residuo Tyr51, el cual puede ser 

uridilado/deuridilado por la enzima GlnD (Reitzer, 2003; Ninfa y Jiang, 2005) para 

activar/desactivar la cascada NSR y así regular los niveles de C/N en el interior celular. El 

T-loop, como mencionamos anteriormente, es requerido para la interacción con 

diversas proteínas blanco. Incluso, se ha visto que en E. coli, la deleción de los 

aminoácidos 47 al 53 resulta en la incapacidad de la proteína de activar la NSR (Jiang et 

al., 1997). 

 

 

 

Adicionalmente, también se ha observado en dicha bacteria que in vivo las proteínas PII 

son capaces de formar heterotrímeros adquiriendo propiedades diferentes de los 

homotrímeros. En particular, los homotrímeros formados únicamente por monómeros 

de GlnB son más eficientes que los homotrímeros de GlnK. Incluso, la presencia de un 

monómero de GlnK dentro de un heterotrímero disminuye la eficiencia de la función del 

mismo. Estos resultados sugieren que GlnK dentro de los heterotrímeros cumpliría el rol 

Figura I.7 Estructura de las proteínas PII. Diagrama de cinta de los trímeros de PII visto desde el 

lado A) o visto desde la parte superior en la cara de T-loop B). Se muestra una proteína PII 

representativa de la estructura de la proteína GlnK de E. coli en complejo con ATP (Xu et al., 

1998). El ATP unido es amarillo. El T-loop flexible se indica mediante la línea de puntos gris y 

representa una estructura arbitraria en lugar de una conformación definida. Los dos bucles más 

pequeños (bucles B y C) sobresalen en las hendiduras de la subunidad, de modo que los bucles 

B y C de las subunidades adyacentes se enfrentan entre sí. Imagen modificada de Forchhammer, 

2008. 

A) B) 
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de moderar la función de GlnB, permitiendo así una regulación fina de la actividad de 

estas proteínas (Forchhammer, 1999; van Heeswijk et al., 2000). 

 

I.8.2 Funciones de las proteínas PII 

La mayoría de las bacterias y arqueas poseen dos copias de las proteínas PII: una copia 

de GlnB y una de GlnK; mientras que en las cianobacterias, algas y plantas hasta ahora 

solamente se ha descripto una única copia, semejante a la familia GlnB (Hsieh et al., 

1998; Arcondéguy et al., 2001). Sin embargo, en algunos microorganismos como 

Rhodospirillum rubrum, Haloferax mediterranei o Rhodopseudomona palustris es 

posible encontrar más de 2 homólogos: en general encontramos una copia de GlnB y 

dos copias de GlnK, usualmente denominadas GlnK1 y GlnK2 (también llamada GlnJ en 

otros microorganismos) (Zhang et al., 2003; Connelly et al., 2006; Pedro-Roig et al., 

2011). Lo llamativo de estos homólogos radica en su versatilidad funcional, siendo 

capaces de suplirse para llevar a cabo algunas funciones (Arcondéguy et al., 2001; Zhang 

et al., 2001; Gosztolai et al., 2017) pero a su vez, teniendo roles y propiedades 

completamente diferentes en otras (Atkinson et al., 1999; Arcondéguy et al., 2001; 

Atkinson et al., 2002; Blauwkamp et al., 2002; Yurgel et al., 2010). En este sentido, el rol 

que cumplen las proteínas PII ha sido muy bien caracterizado en microorganismos como 

E. coli, Salmonella entérica, Klebsiella pneumoniae o Ensifer meliloti (Porter et al., 1995; 

Ninfa y Atkinson, 2000; Arcondéguy et al., 2001; Yurgel et al., 2008; Yurgel et al., 2010; 

Yurgel et al., 2011). 

Como ya hemos mencionado a lo largo de este capítulo, una de las funciones principales 

de las proteínas PII es su participación dentro de la NSR, interactuando con la 

adeniltransferasa/adenilremovasa GlnE con el objetivo final de inactivar/activar a la 

enzima GS para mantener balanceados los niveles de C y N intracelular. A pesar de que 

ambas PII pueden llevar a cabo esta función, se ha observado que GlnK es al menos 40 

veces menos eficiente que GlnB para activar la actividad adeniltransferasa de GlnE y así 

adenilar a GS (Atkinson et al., 1999). Además, se ha demostrado que la deuridilación 

(inactivación) de GlnK de E. coli se lleva a cabo de manera mucho más lenta que la 

deuridilación de GlnB, lo que ha sido descripto como una ventaja para la bacteria. En 

caso que una bacteria encuentre repentinamente altas concentraciones de NH4
+, los 
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niveles de glutamina intracelular aumentarían y sería ventajoso para la bacteria ser 

capaz de deuridilar a GlnB a tiempo para detener la asimilación de NH4
+ rápidamente 

(van Heeswijk et al., 2000). 

También se ha descripto que tanto GlnB como GlnK pueden interactuar con el sensor 

NtrB para regular la actividad del regulador de respuesta NtrC (van Heeswijk et al., 1996; 

Atkinson et al., 1998; Atkinson et al., 1999). Esta unión, como describimos previamente, 

promueve la desfosforilación del regulador de respuesta NtrC, y así inhibe la expresión 

de los genes involucrados en la asimilación de NH4
+ y en el metabolismo del N.  

En el caso de K. neumoniae y R. rubrum, bacterias fijadoras de N2 en vida libre, se ha 

descripto que GlnB, pero no así GlnK1 o GlnK2, regula la acción de NifA, y de esta manera 

controla la expresión de los genes del operon nif que codifican el complejo enzimático 

de la nitrogenasa, responsable de convertir el N2 atmosférico en NH4
+ (He et al., 1998; 

Jack et al., 1999; Zhang et al., 2000). 

Finalmente, una de las funciones que más claramente diferencian a las proteínas de la 

familia GlnK de las de la familia GlnB es la interacción de GlnK, pero no así de GlnB, con 

las proteínas transportadoras de amonio AmtB (Javelle et al., 2004; Forchhammer, 

2008). En E. coli se ha demostrado que, in vivo, GlnK se une rápida y reversiblemente a 

AmtB en respuesta a un shock extracelular de NH4
+ (≥50 μM). Esta interacción también 

se ha observado en otras bacterias como Bacillus subtilis, Azospirillum brasilense y 

Corynebacterium glutamicum (Coutts et al., 2002; Detsch y Stulke, 2003; Strosser et al., 

2004; Huergo et al., 2006). Además, estudios evolutivos sugieren que dicha función es 

ancestral (Javelle y Merrick, 2005), y se cree que la disposición génica conservada del 

gen amtB, ubicado en los genomas bacterianos río abajo de glnK y generalmente 

formando un operón con este último (Thomas et al., 2000a), es debido a esta función. 

Como se muestra en la Figura I.8 se ha demostrado que la interacción entre GlnK y AmtB 

ocurre cuando, bajo condiciones de exceso de N intracelular, el T-loop de GlnK ingresa 

e interacciona con el poro hidrofóbico de AmtB para bloquear el ingreso de NH4
+ a la 

célula. Por el contrario, cuando los niveles de N intracelular son limitados, GlnK se 

encuentra principalmente uridilada y, debido a que dicha modificación ocurre en el 

extremo del T-loop, no puede interactuar con los transportadores AmtB y por ende, el 

NH4
+ puede ingresar al interior celular (van Heeswijk et al., 2013). 
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Como hemos mencionado anteriormente, las proteínas PII poseen una amplia variedad 

de funciones y proteínas blanco. Llamativamente, se ha observado que, dependiendo 

del microorganismo estudiado, GlnB y GlnK pueden sustituirse en ciertas funciones. 

Incluso, aquella función que es llevada a cabo por GlnB en un determinado 

microorganismo, puede ser llevada a cabo por GlnK en otro, y viceversa. En la Tabla I.1 

se muestra un breve resumen de los fenotipos observados al analizar cepas mutantes 

en las distintas PII en algunas de las bacterias estudiadas, que nos dan una idea de la 

función que cada PII podría estar llevando a cabo en los diversos microorganismos. 

Figura I.8 Modelo de la regulación de la actividad AmtB por GlnK en E. coli. El transportador de 
amonio trimérico AmtB y la proteína reguladora trimérica GlnK se inducen en E. coli bajo 
condiciones limitadas de N. La parte inferior derecha de la figura muestra que cada uno de los tres 
canales de AmtB puede trasladar el NH4+ desde el exterior al interior. Cada uno de los monómeros 
de GlnK alberga un T-loop que sobresale de la parte superior de la estructura en forma de barril (a 
la izquierda de la flecha verde). Cada uno de los bucles encaja profundamente en el vestíbulo 
citoplásmatico de cada uno de los canales del transportador AmtB trimérico (a la derecha de la 
flecha verde). La unión de los trímeros de GlnK y AmtB hace que el transporte de NH4+ se encuentre 
bloqueado. La parte superior izquierda de la figura muestra que bajo concentraciones de glutamina 
intracelular alta o baja, la enzima bifuncional UTasa cataliza la deuridilación o uridilación (es decir, 
la eliminación covalente o el acoplamiento de grupos UMP) de las puntas de los T-loop de los 
trímeros de GlnK. La unión de GlnK-UMP a AmtB ya no es posible, ya que los grupos voluminosos 
de UMP impiden la inserción de los T-loop en los portales citoplásmaticos de los canales AmtB. La 
parte media inferior de la figura muestra que la formación de complejos entre AmtB y GlnK se ve 
afectada por los metabolitos α-cetoglutarato, ATP, y ADP y por el catión Mg+2. Figura modificada 
de van Heeswijk et al., 2013. 
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Tabla I.1 Principales fenotipos observados al analizar cepas mutantes en las distintas proteínas PII 
en bacterias 
 

Bacteria Cepa Crecimiento 
Actividad 

GS 

Simbiosis - 
Fijación de 

N2 

Otras 
características 

Ref. 

Escherichia 
coli 

ΔglnK 

Crece igual a la 

cepa salvaje en 

presencia de 

NH4
+. 

Si se cultiva 

primero en 

limitación de N y 

después se 

agrega NH4
+ al 

medio de cultivo  

la mutante no 

sobrevive. 

  

Pierden la 

viabilidad más 

rápido que la cepa 

salvaje. 

Blauwkamp 

y Ninfa, 2002 

Salvaje 

      GlnK es menos 

efectiva que GlnB. 

La deuridilación 

de GlnK es 10 

veces más lenta 

que la de GlnB. 

Ensifer 
meliloti 1021 

ΔglnK 

Igual a la cepa 

salvaje. 

Igual a la 

cepa salvaje 

tanto en 

medios con 

exceso como 

con 

limitación de 

N. 

Igual a la cepa 

salvaje. 

No afecta la 

expresión de glnII 

(GSII). 

En medios con 

glutamato 

(limitados en N) la 

mayoría de GSI 

está adenilada 

(INACTIVA) a 

diferencia de la 

cepa salvaje 

donde se 

encuentra 

deadenilada. 

Yurgel et al., 

2008;                            

Yurgel et al., 

2010;                                          

Yurgel et al., 

2011 

ΔglnB 
Igual a la cepa 

salvaje. 

Gran 

aumento de 

la actividad 

en medios 

con exceso 

de N. 

Igual a la 

cepa salvaje 

en medios 

con escasez 

de N. 

Igual a la cepa 

salvaje. 

Altos niveles de 

expresión de glnII 

(GSII). 

En medios con 

glutamato la 

mayoría de GSI 

está adenilada 

(INACTIVA), a 

diferencia de la 

cepa salvaje 

donde se 

encuentra 

deadenilada. 
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Tabla I.1 Continuación 
 

Ensifer meliloti 

1021 

ΔglnK 

ΔglnB 

Crece más lento 

que la cepa 

salvaje. 

Aumenta en 

medios con 

exceso de N 

y disminuye 

en medios 

limitados en 

relación a la 

cepa salvaje. 

Igual a la cepa 

salvaje. 

En medios con 

glutamato 

(limitados en N) la 

mayoría de GSI se 

encuentra 

adenilada. 

 

Ensifer meliloti 
2011 

ΔglnB 

Crece más lento 

que la cepa 

salvaje en medios 

ricos o sintéticos 

con NH4
+ como 

única fuente de 

N. 

La 

adenilación 

de GSI 

ocurre más 

lento que en  

la cepa 

salvaje 

cuando le 

agregan NH4
+ 

a un cultivo 

crecido en 

glutamato. 

Nif+ (actividad 

nitrogenasa). 

Menor número 

de nódulos. 

Nódulos 

heterogéneos 

(algunos 

normales otros 

pseudonódulos). 

Menor peso seco. 

Menor fijación de 

N2. 

Deformación en 

la punta de las 

raíces. 

Menos eficientes 

para infectar 

nódulos. 

Menor ocupación 

de nódulos (sólo 

por zonas) 

La expresión de glnII 

(GSII) es 

estrictamente 

dependiente de 

GlnB.                                                                                                       

En condiciones de 

limitación de N, 

GlnB es requerido 

para inducir la 

expresión de glnA 

(GSI).                     

GlnB se induce en 

condiciones de 

escasez de N y 

depende del 

regulador de 

respuesta NtrC. 

Arcondéguy 

et al., 1997 

Rhizobium 
leguminosarum 

ΔglnB 

No crece cuando 

se utiliza NO3
- 

como única 

fuente de N. 

En los demás 

medios (con NH4
+) 

crece más lento 

que la cepa 

salvaje. 

Menor 

actividad 

tanto en 

escasez 

como en 

exceso de N. 

Igual a la cepa 

salvaje. 

glnII y el operón 

glnBA se expresan 

constitutivamente. 

Se ve menos 

proteína GSI 

mientras que GSII se 

encuentra tanto en 

exceso como en 

limitación de N. 

Amar et al., 

1994 
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Tabla I.1 Continuación 
 

Klebsiella 
neumoniae 

ΔglnK 
  

Nif- (no tiene 

actividad 

nitrogenasa). 

GlnK pero no GlnB 

regula la actividad 

del activador 

transcripcional 

NifA y de su 

reguador NifL 

(reguladores de la 

expresión de los 

genes requeridos 

para la fijación de 

N2). 

Arcondéguy 

et al., 1999 

Azospirillum 
brasilense 

ΔglnB 

Excreta NH4
+ 

cuando crece en 

medio mínimo 

con NO3
-. 

 

Nif-( no tiene 

actividad 

nitrogenasa). 

Afecta el 

swarming. Halos 

de menor 

diámetro que la 

cepa salvaje. 

de 

Zamaroczy, 

et al., 1993 

Rhodospirillum 
rubrum 

ΔglnB 
  

La expresión de 

los genes nif 

está 

completamente 

ausente. 

 

Zhang et al., 

2001 

ΔglnB 

ΔglnK 

Crece poco, tanto 

en medio mínimo 

como en medio 

rico en N. 

  

 

 

 

I.8.3 Regulación de las proteínas PII mediante moléculas indicadoras del estado 

intracelular 

Las proteínas PII se consideran proteínas integradoras de señales. Varios trabajos han 

reportado que la señal clave del estado del N intracelular es la concentración de 

glutamina, mientras que la señal clave para el estado de los niveles de C es el α-

cetoglutarato (Senior, 1975; Engleman y Francis, 1978; Jiang et al., 1998). 

Además de sensar la relación C/N, las proteínas PII son capaces de unirse directamente 

a moléculas efectoras tales como ATP, ADP y α-cetoglutarato (Atkinson et al., 1994; Carr 

et al., 1996; Arcondéguy et al., 2000; Andrade et al., 2005). En este sentido, dentro de 

los trímeros, en los huecos intersubunidades, encontramos 3 sitios de unión a ATP, uno 

en cada subunidad. Por su parte, los 3 sitios de unión al ATP muestran una 

cooperatividad negativa y pueden ser ocupados por moléculas de ADP de manera 
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competitiva (Carr et al., 1996). Además, la afinidad por las moléculas de ATP aumenta 

en presencia de moléculas de α-cetoglutarato, mientras que en esta condición la 

afinidad por las moléculas de ADP disminuye (Jiang y Ninfa, 2007). Cuando el ATP se une 

a las PII (junto con moléculas de Mg), los T-loop asumen una conformación compacta en 

la cual se crea un sitio de unión al α-cetoglutarato en el vértice de cada T-loop, 

generando de esta manera 3 sitios de unión al α-cetoglutarato (Yildiz et al., 2007). 

En E. coli se ha demostrado que concentraciones micromolares de α-cetoglutarato y ATP 

son necesarias para que GlnB lleve a cabo correctamente sus funciones, es decir, para 

que se uridile/deuridile (Arnesano et al., 2003; Sugiyama et al., 2004), para interaccionar 

con NtrB (Mizuno et al., 2007) y para estimular la actividad de la enzima GlnE que lleva 

a la deadenilación de la enzima GS (Ferrario-Mery et al., 2005). Sin embargo, también se 

ha visto que cuando los niveles de α-cetoglutarato son muy elevados (milimolares) GlnB 

de E. coli se inhibe. En este caso, las altas concentraciones de α-cetoglutarato aumentan 

el estado de fosforilación de NtrC, causado por la inhibición de la interacción de GlnB 

con NtrB, lo que permite que éste último fosforile a NtrC (Arnesano et al., 2003; Chen et 

al., 2006; Mizuno et al., 2007). De igual manera, a concentraciones altas de α-

cetoglutarato, también se ve inhibida la función de las PII de activar la 

adeniltransferasa/adenilremovasa GlnE (Ferrario-Mery et al., 2005). 

En el caso de GlnK se ha visto que su unión a ATP y α-cetoglutarato impide la formación 

de la conformación necesaria que debe adoptar el T-loop para ingresar a los canales de 

amonio AmtB. Además, el α-cetoglutarato pareciera actuar como repelente del AmtB 

en la superficie de GlnK (Durand y Merrick, 2006; Wolfe et al., 2007). En este sentido, la 

unión de moléculas de α-cetoglutarato a las proteínas GlnK provocaría un impedimento 

estérico para que dichas proteínas interactúen físicamente con los transportadores de 

amonio. 

En la Tabla I.2 se pueden observar las distintas proteínas blanco sobre las que actúan las 

PII según los diversos microorganismos estudiados y el efecto que produce la alta 

concentración de α-cetoglutarato en la interacción PII-proteína blanco.  
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Organismo Grupo 
filogenético 

Tipo de 
PII 

Blanco directo 
(efecto en el 

blanco) 

Efecto de las altas 
concentraciones de  

α-cetoglutarato en la 
asociación PII-

proteína blanco 

Ref. 

Escherichia coli γ-Proteobacteria GlnB 
NtrB, ATase 

(adenilación de GS) 
Inhibición  (cooperatividad 

negativa) 
Ninfa y Jiang, 

2005 

Escherichia coli γ-Proteobacteria 
GlnB-
UMP 

ATase (deadenilación 
de GS) 

Ninguno 
Ninfa y Jiang, 

2005 

Escherichia coli, 
Azotobacter 

vinelandii 

γ-Proteobacteria GlnK AmtB (inhibición) Inhibición 

Coutts et al., 
2002; Javelle et 

al., 2004 

Javelle et al., 
2005; Durand et 

al., 2006 

 

Azospirillum 
brasilense 

α-Proteobacteria 
GlnB, 
GlnZ 

AmtB, DRAG No determinado 
Huergo et al., 

2006 

Klebsiella 
pneumoniae 

γ-Proteobacteria 

GlnK y 

GlnK-

UMP 

NifL (inhibición del 
antagonismo de NifA) 

No determinado 
He et al., 1998; 
Jack et al., 1999 

Azotobacter 
vinelandii 

γ-Proteobacteria GlnK 

NifL (Estimulación 

del antagonismo 

de NifA) 

Estimulación 

Little et al., 
2000; Little et 

al., 2002; 
Rudnick et al., 

2002 

Rhodobacter 
capsulatus 

α-Proteobacteria 
GlnB, 
GlnJ 

DRAT No determinado 
Pawlowski et al., 

2003 

Rhodobacter 
capsulatus, 

Rhodospirillum 
rubrum 

α-Proteobacteria 
GlnB-
UMP 

NifA (Estimulación) No determinado 

Pawlowski et al., 
2003; Zhang et 

al., 2005; Zhu et 
al., 2006 

Synechococcus, 
Synechocystis 

Cianobacteria 

unicelular 
PII (GlnB) 

N-acetylglutamate 

(NAG) quinasa 

(estimulación) 

Inhibición 
Heinrich et al., 

2004; Maheswaran 
et al., 2004 

Synechococcus 
Cianobacteria 

unicelular 

PII y  

PII-UMP 

PipX (coactivador 

de NtcA, 

Inhibición) 

Inhibición 
Espinosa et al., 

2006 

Corynebacterium 
glutamicum 

Gram positiva con 

alto GC 
GlnK AmtB (Inhibición) No determinado 

Strosser et al., 
2004 

Corynebacterium 
glutamicum 

Gram positiva con 

alto GC 
GlnK-UMP 

AmtR (represor 

transcripcional, 

inhibición que 

produce  

desrepresión) 

No determinado 
Beckers et al., 

2005 

Bacillus subtilis 
Gram positivas con 

bajo GC 
GlnK AmtB, TnrA 

Inhibición moderada(ATP 

ejerce una marcada 

inhibición) 

Heinrich et al., 
2006 

Methanosarcina 
mazei 

Euryarchaeota GlnK GS (inhibición) Inhibición 
Ehlers et al., 

2005 

 

 

Tabla I.2 Proteínas blanco de GlnB y GlnK y efectos del α-cetoglutarato en la asociación PII-proteína 

blanco. Tabla modificada de Leigh y Dodsworth, 2007. 
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Resumiendo, la unión de los diversos ligandos a las proteínas PII afecta la conformación 

de las mismas. De esta manera, se modulan las interacciones proteína-proteína y por 

ende la función que estas llevan a cabo. Gracias a esto, como ya hemos mencionado, las 

proteínas PII son las principales proteínas que interconectan los estados intracelulares 

de C, N y energía.  

 

I.9 Metabolismo del N en los rizobios 

Como parte de la microflora de los suelos agrícolas, a menudo los rizobios se encuentran 

limitados en uno o más nutrientes, y ésta es una condición señalada por algunas 

evidencias como posible favorecedora de su asociación simbiótica con las leguminosas. 

En este contexto, como ya hemos mencionado anteriormente, la simbiosis fijadora de 

N2 sólo tiene lugar en ambientes pobres en N combinado (como NO3
- y NH4

+). Por lo 

tanto, es esperable que estos microorganismos estén adaptados a captar y asimilar el N 

presente en bajas concentraciones en su entorno. 

Los rizobios en vida libre, pueden utilizar como fuentes nitrogenadas aminoácidos, NO3
-

, NO2
- y principalmente NH4

+ (Merrick y Edwards, 1995; Marzluf, 1997). El NH4
+ junto con 

el glutamato y la glutamina son dadores clave de N para las reacciones biosintéticas de 

prácticamente todos los microorganismos.  

A diferencia de otros microorganismos, los rizobios en vida libre asimilan NH4
+ 

únicamente a partir del ciclo GS/GOGAT, debido a que carecen de la enzima GDH 

(Ludwig, 1978; Howitt y Gresshoff, 1985; Mendoza et al., 1995; Patriarca et al., 2002). 

En B. diazoefficiens, la enzima GOGAT está formada por 2 subunidades no idénticas: una 

subunidad grande codificada por el gen gltB (ORF blr7743) y otra pequeña codificada 

por el gen gltD (ORF blr7744). Aún no se conoce con exactitud la regulación de GOGAT 

en B. diazoefficiens en vida libre. Sin embargo, en algunas bacterias como Rhizobium 

phaseoli o E. coli se ha reportado que la actividad de dicha enzima está regulada por las 

concentraciones de glutamato y es inhibida por la presencia de ácidos orgánicos (Miller 

et al., 1972; Bravo y Mora, 1987). Además, algunos estudios sugieren que la actividad 

de esta enzima es esencial para el desarrollo de bacteroides y para la fijación biológica 

de N2 (Castillo et al., 2000; Mulley et al., 2011). 
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En relación a la enzima GS, los rizobios poseen más de una isoforma de esta proteína, a 

diferencia de las enterobacterias que sólo tienen una. En particular, en B. diazoefficiens 

se han descripto dos isoformas de esta enzima: glutamino sintetasa I (GSI) y glutamino 

sintetasa II (GSII). En relación a GSI, esta proteína se encuentra codificada por el gen 

glnA (ORF blr4949), es una enzima termoestable, se expresa de manera constitutiva 

(Carlson et al., 1987) y posee 12 subunidades idénticas de 59 kDa. Esta enzima es muy 

similar a otras GS procariotas, y como ya describimos en esta introducción, está regulada 

por el estado de adenilación de cada subunidad, siendo inactiva la enzima totalmente 

adenilada (Darrow y Knotts, 1977; Darrow et al., 1980). Por su parte, GSII se encuentra 

codificada por el gen glnII (ORF blr4169) y su estructura es similar a las GS eucariotas 

(Carlson et al., 1986), incluso se cree que esta isoforma fue adquirida de las plantas por 

transferencia genética entre procariota y eucariota (Carlson et al., 1986). GSII consta de 

8 subunidades de aproximadamente 36 kDa y se ha descripto como una proteína 

sensible a temperaturas mayores de 50 °C. A diferencia de GSI, en B. diazoefficiens no 

se ha descripto una regulación postraduccional, sino que GSII se encuentra regulada a 

nivel de expresión según la disponibilidad de N y la concentración de O2 como 

describiremos más adelante (Darrow y Knotts, 1977; Rao et al., 1978; Darrow et al., 

1980; Carlson et al., 1987; Carlson et al., 1989). 

En otras especies de rizobios como R. leguminosarum o E. meliloti, existe una tercer 

isoforma denominada GSIII, que se encuentra codificada por el gen glnT. Se ha 

demostrado que GSIII posee una baja afinidad por el NH4
+ y por el glutamato, lo que 

conduce a pensar que probablemente la síntesis de glutamina (función principal de una 

glutamino sintetasa), en este caso, sea una función secundaria de esta isoforma 

(Shatters et al., 1993). Incluso, en E. meliloti la isoforma GSIII solamente se ve expresada 

en mutantes ΔglnAΔglnII, que carecen de las isoformas GSI y GSII (Espín et. al, 1990; 

Chiurazzi et al., 1992; Espín et al., 1992; Shatters et al., 1993).  

Cabe mencionar que en otros organismos se ha descripto otra isoforma de GS, que 

también se la ha denominado GSIII, pero que tiene características diferentes a la GSIII 

mencionada anteriormente. Esta isoforma se identificó inicialmente en Bacteroides 

fragilis (Hill et al., 1989), y genes homólogos han sido identificados en Butyrivibrio 

fibrisolvens (Goodman y Woods, 1993) y la cepa Synechocystis PCC 6803 (Reyes y 

Florencio, 1994). Esta enzima es un hexámero con una subunidad de masa molecular de 
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75 kDa, pero no se ha caracterizado ampliamente. La secuencia de aminoácidos de GSIII 

es diferente de la de GSI o GSII, aunque se han observado varias regiones conservadas 

alrededor del sitio activo. 

Es interesante señalar que, a pesar que se ha descripto la existencia de más de una 

isoforma de GS en bacterias, el rol que cumplen cada una de ellas aún no se ha podido 

dilucidar. En la Tabla I.3 se muestran algunos de los fenotipos observados para diversas 

cepas mutantes en las GS de rizobios donde se ha intentado establecer su función. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Crecimiento en Propiedades simbióticas  

Cepa Fenotipo NH4
+ 

glutamato + 
NH4

+ 
Nodulación Fijación Referencias 

R. etli 

Salvaje + + + + 
Moreno et al., 

1991 

glnA + + + +/- 
Moreno et al., 

1991 

glnII +/- +/- + + Espín et al., 1994  

glnT + + + + Espín et al., 1994 

E. meliloti 

Salvaje + + + + 
de Bruijn et al., 

1989 

glnA + + + + 
de Bruijn et al., 

1989 

glnII + + + + 

Keister et al., 
1987;  

de Bruijn et al., 
1989 

glnT + + + + 

Keister et al., 
1987;  

de Bruijn et al., 
1989 

B. 
diazoefficiens 

Salvaje + + + + 
Carlson et al., 

1987 

glnA + + ++ ++ 
Carlson et al., 

1987 

glnII + + ++ ++ 
Carlson et al., 

1987 

glnAglnII - - - - 
Carlson et al., 

1987 

Tabla I.3 Características simbióticas y de crecimiento de cepas de rizobios mutantes en las enzimas 

glutamino sintetasa. Modificada de Espín et al., 1994 

 

. 
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Curiosamente en E. meliloti, que además de GSI y GSII posee la isoforma GSIII, el doble 

mutante en glnA-glnII induce e invade nódulos normales durante la simbiosis, mientras 

que la misma mutación en B. diazoefficiens afecta severamente la nodulación (Carlson 

et al., 1987). Estos resultados, al parecer contradictorios, podrían explicarse si una 

misma isoforma de GS posee funciones diferentes según la cepa estudiada. 

Mediante estudios transcriptómicos y proteómicos se encontró que tanto GSI como GSII 

se encuentran presentes en bacteroides aislados de B. diazoefficiens (Delmotte et al., 

2010). Incluso, Brown y Dilworth (1975) demostraron la presencia de actividad GS en 

bacteroides de varias especies de Rhizobium y Bradyrhizobium. Sin embargo, los valores 

de actividad de dichas enzimas resultaron muy bajos en los bacteroides mientras que en 

el citosol de las células vegetales se detectaron actividades elevadas tanto de GS como 

de GOGAT (Brown y Dilworth, 1975; Kurz et al., 1975; Cullimore y Bennett, 1991; Temple 

et al., 1998). Probablemente esto ocurre debido a que, como mencionamos 

anteriormente, la mayor parte del NH4
+ obtenido a partir de la fijación del N atmosférico 

es transferido a la célula vegetal en donde es convertido a aminoácidos y luego 

transportados por el xilema de la planta. Incluso, se ha sugerido que estos aminoácidos 

podrían reingresar al bacteroide para ser utilizados por el mismo (Prell y Poole, 2006). 

 

I.9.1 Mecanismos de regulación de las GS en B. diazoefficiens 

Dada la relevancia de la enzima GS en la asimilación de NH4
+, el estudio de las isoformas 

de esta enzima y la manera en que son reguladas resulta de gran interés. 

Como ya mencionamos, en B. diazoefficiens la transcripción del gen glnA es constitutiva 

cualquiera sea la condición del medio en el que se encuentre la bacteria (Carlson et al., 

1985). En particular, Martin y col. (1989) observaron que glnA se transcribe a partir de 

promotores en tándem que producen un transcripto más largo que incluye glnBglnA 

(glnB se encuentra ubicado de manera adyacente y río arriba de glnA, y codifica la 

proteína PII: GlnB) y otro más corto donde sólo se encuentra glnA. Además, pudieron 

determinar que río arriba de glnB existen dos promotores que se regulan de manera 

diferencial según el estado de N intracelular. Uno de los promotores es expresado en 

condiciones de deficiencia de N, y la inducción de su expresión es dependiente de NtrC 

(Martin et al., 1989); mientras que el otro promotor, se expresa en condiciones de 
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suficiencia de N, y es reprimido por NtrC (Martin et al., 1989). La presencia de 

promotores en tándem se observa comúnmente cuando un gen de expresión 

constitutiva, en este caso glnA, requiere ser regulado específicamente bajo alguna 

condición en particular. Sin embargo, hasta el momento no se ha descripto las 

condiciones que activan o reprimen el promotor independiente de dicho gen. Es 

interesante señalar, que la disposición génica de glnA en operón con glnB, difiere de la 

descripta para E. coli, donde glnA forma un operón con los genes ntrBC. Sin embargo, la 

regulación de la transcripción parece ser muy similar, actuando dos promotores según 

la disponiblidad de N y además con la intervención de NtrC. 

Por otro lado, a diferencia de glnA, glnII en B. diazoefficiens se encuentra regulado a 

nivel de expresión, a partir de un único promotor (Carlson et al., 1987), según la 

disponibilidad de la fuente de N (Darrow, 1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988). 

Bajo condiciones aeróbicas, cuando el N intracelular se encuentra limitado, la expresión 

de glnII es inducida a través del regulador de respuesta NtrC cuando éste se encuentra 

fosforilado (Carlson et al., 1987). 

La isoforma GSI, debido a su similitud con las demás GS procariotas, posee un sistema 

de regulación post-transcripcional que involucra un proceso de adenilación reversible 

que ya hemos descripto anteriormente (Darrow y Knotts, 1977), en el cual interviene la 

proteína adeniltransferasa/adenilremovasa denominada GlnE. La 

adenilación/deadenilación de la enzima GSI depende de la relación C/N intracelular 

(Darrow y Knotts, 1977; Ludwig, 1980; Carlson et al., 1987). Cuando el N intracelular es 

escaso, GlnE deadenila las diversas subunidades de GSI, la cual adquiere su 

conformación activa. Lo inverso ocurre cuando el N intracelular se encuentra en exceso, 

GSI es adenilada por GlnE, por lo que su actividad disminuye (Bishop et al., 1976; Ludwig, 

1978).  

Por otra parte, GSII pareciera estar regulada sólo a nivel transcripcional (Tatè et al., 

2001). Sin embargo, en R. leguminosarum se ha demostrado la existencia de un 

mecanismo de control a nivel post-transcripcional mediado por la proteína GstI, que en 

condiciones de exceso de N inhibe la transcripción de glnII (Spinosa et al., 2000; Tatè et 

al., 2001). A partir de la secuenciación del genoma de B. diazoefficiens (Kaneko et al., 

2002) fue posible detectar la presencia de un gen homólogo al que codifica para GstI en 

R. leguminosarum, denominado gstI (ORF bll4168), que se encuentra ubicado de manera 
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adyacente y río arriba al gen glnII (ORF blr4169). Incluso, estudios de expresión 

realizados por Franck y colaboradores (2015), detectaron que el patrón de expresión del 

gstI coincide con la función descripta en R. leguminosarum. Es decir, bajo condiciones 

de escasez de N, el gen gstI en B. diazoefficiens se encontraría inhibido, mientras que en 

condiciones de exceso de N estaría sobreexpresado. Sin embargo, hasta la fecha no se 

han reportado estudios de GstI en B. diazoefficiens, y por lo tanto, aún permanece sin 

elucidarse si es funcional o no en nuestra bacteria de estudio. 

Como ya hemos mencionado en este capítulo, la actividad de GSI y GSII se encuentra 

regulada según la disponibilidad de N intracelular. Cuando la cantidad de N dentro de la 

célula es suficiente, es decir que la relación de α-cetoglutarato/glutamina es baja, GSI 

está parcialmente activa, dependiendo del número de subunidades adeniladas, y hay 

baja expresión de glnII. Si se analizan los niveles de transcriptos de glnII normalizado 

según el nivel de glnA (que es constitutivo) se observa una reducción del transcripto de 

GSII por la adición de NH4
+ al medio (Adams et al., 1988). Sin embargo, cuando la 

demanda celular de compuestos nitrogenados aumenta y el nivel de glutamina es bajo 

con relación al de α-cetoglutarato, GSI se deadenila y se induce la expresión de GSII para 

incrementar la captación de NH4
+ (Patriarca et al., 2002). En R. leguminosarum se ha 

observado que la concentración intracelular de GSI aumenta de dos a cuatro veces 

cuando la bacteria se cultiva con una fuente pobre de N respecto a una fuente 

abundante en este nutriente (Rossi et al., 1989). En este sentido, nuestro grupo de 

trabajo ha podido determinar que B. diazoefficiens creciendo con una severa limitación 

de N produce un aumento similar en el estado de activación de GSI y su correlación con 

el estado de deadenilación (López-García et al., 2001). Por otra parte, en esta misma 

situación se observó aumentos del nivel de expresión de GSII (López-García et al., 2001).  

Además de la regulación de estas enzimas por la relación de los sustratos α-

cetoglutarato y glutamina, en B. diazoefficiens la transcripción de los genes que 

intervienen en la fijación de N2 (genes nif) y del gen que codifica para GSII (glnII), se 

encuentra regulada por la limitación de O2. Estudios realizados muestran que la 

transcripción del gen glnII se induce cuando las condiciones de crecimiento del rizobio 

son limitadas en O2 (Adams et al., 1988), y en esas mismas condiciones, también se vio 

que había transcripción de los genes nif. Por lo tanto, la expresión del gen glnII pareciera 

estar activada de manera coordinada con los genes nif en respuesta a la falta de O2. Sin 
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embargo, Rao y colaboradores (1978) reportaron que la actividad de GSII decrece 

durante microaerobiosis en algunos rizobios, indicando que posiblemente esta enzima 

se encuentre regulada por un mecanismo post-transcripcional hasta ahora no descripto. 

 

I.9.2 Respuesta al estrés por N en rizobios en vida libre 

Como hemos visto, la asimilación de NH4
+ en los rizobios es un proceso finamente 

regulado. Para que este sistema actúe de manera eficiente es necesaria la participación 

de una gran cantidad de proteínas y moléculas efectoras que permitan satisfacer las 

necesidades de la bacteria. Este conjunto de proteínas forma parte de la cascada de 

señalización de respuesta al estrés por N (NSR). 

Como mencionamos anteriormente, cuando la relación α-cetoglutarato / glutamina 

intracelular es alta, la NSR se activa para aumentar la asimilación de NH4
+ (Figura I.9 – 

Panel A). La puesta en marcha de la NSR involucra mecanismos de traducción de señales 

que detectan la condición de limitación de N y responden produciendo cambios 

conformacionales de las proteínas y cambios en la expresión génica. En esta respuesta, 

el sensor principal de la NSR GlnD, inicia la cascada de activación uridilando el residuo 

Tyr51 de las proteínas PII (Reitzer et al., 2003; Ninfa et al., 2005). A su vez, las PII 

uridiladas activan el sistema de dos componentes NtrB-NtrC, donde NtrB se 

autofosforila y transfiere el fosfato a NtrC que se asocia a secuencias específicas río 

arriba de promotores de varios genes que codifican funciones requeridas para la 

supervivencia en estas condiciones (Bravo y Mora, 1988; Martin et al., 1988; Burkovski, 

2003; Dávalos et al., 2004), entre los que encontramos a glnII (Bravo, y Mora, 1987; 

Martin et al., 1988; Martin et al., 1989). 

Por el contrario, en presencia de altos niveles intracelulares de glutamina, y por 

consiguiente la relación C/N es baja, GlnD estimula la deuridilación de las proteínas PII 

para mantener el sistema funcionando a un nivel basal (Arcondéguy et al., 2001). PII 

deuridilada promueve la adenilación de GSI, volviéndola inactiva, disminuyendo de este 

modo la actividad GS total y manteniendo los pooles de intermediarios del ciclo de 

Krebs, en particular, de α-cetoglutarato (Figura I.9 – Panel B). Además, si en rizobios 

ocurre como en E. coli donde NtrB se une a GlnB, NtrB no sería capaz de autofosfofrilarse 

y por ende, NtrC estará inactivo. 
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Una particularidad que desarrollaremos más adelante en el Capítulo VI de esta Tesis, es 

que B. diazoefficiens es el único rizobio que posee tres copias de la proteína PII, una GlnB 

y 2 GlnK. Este hallazgo hace muy interesante el estudio de la regulación del metabolismo 

de N en esta bacteria. 

  

Figura I.9 Esquema general de la cascada NSR en rizobios. En el panel A) se esquematiza la 
respuesta que se desencadena frente a escasez de N intracelular. El sensor principal de la cascada, 
la proteína GlnD, uridila a las proteínas PII (GlnB y GlnK). Las PII uridiladas (PII-UMP) son 
capaces de interactuar con la enzima adeniltransferasa/ adenilremovasa (GlnE) de manera tal 
que esta última adquiere la conformación que le permite deadenilar a la GSI, activándola para 
catalizar la conversión de glutamato en glutamina. Paralelamente, PII-UMP activan la proteína 
sensora NtrB, la cual se autofosforila y transfiere el grupo fosfato al regulador de respuesta NtrC. 
NtrC-P es el encargado de inducir la expresión de varios genes involucrados en el metabolismo 
del N, entre los que encontramos el gen glnII que codifica para la proteína GSII, la cual también 
cataliza la conversión de glutamato en glutamina. La acción conjunta de GSI y GSII permite captar 
bajas cantidades de NH4+ del medio y restablecer los niveles de glutamina intracelular.  
El caso contrario se muestra en el panel B), donde altos niveles de N intracelular inducen la 
deuridilación de las PII mediada por GlnD, y en este estado PII inducen la acción adeniltransferasa 
de GlnE que mantiene a la GSI principalmente inactiva. Además, PII sin uridilar no permite que se 
active el sistema de dos componentes NtrBC y no se induce la expresión de glnII. 

A) B) 
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I.10 Hipótesis de Trabajo y Objetivos  

La escasez de nutrientes es probablemente la condición de crecimiento más parecida al 

hábitat natural de los rizobios en el suelo. Por lo tanto, estos microorganismos deben 

estar habituados a sobrevivir en entornos con condiciones fluctuantes de “hambre y 

abundancia” y a los diferentes estreses ambientales que soportan. Durante estas 

modificaciones, las bacterias regulan sus actividades metabólicas para dar lugar a un 

fenotipo de adaptación al entorno desfavorable. En este sentido, se sabe que las 

condiciones óptimas de infección de las raíces de soja y formación de los nódulos que 

permiten la FBN se observan cuando la relación C/N es alta en la rizósfera. 

Nuestro grupo de investigación ha observado que los rizobios cultivados bajo escasez de 

la fuente de N son más persistentes, infectivos y competitivos. Estos resultados nos 

llevaron a pensar que esta condición de cultivo podría utilizarse con ventaja en la 

elaboración de inoculantes más efectivos para soja. El estado de limitación de N 

probablemente se asemeje más a las condiciones en las que se encuentran los rizobios 

en el suelo, a diferencia de las bacterias del inoculante que se elaboran cultivando los 

rizobios en medios ricos. Con todas estas premisas, podría plantearse la alternativa de 

preparar inoculantes en medios de alta relación C/N, para lo cual es necesario conocer 

cómo ésta relación C/N modifica el metabolismo general de los rizobios para luego 

encarar un diseño racional de inoculantes con alta eficiencia simbiótica. Por lo tanto, 

nuestra hipótesis de trabajo consiste en que es posible mantener estas buenas 

propiedades simbióticas, alcanzadas en la situación de escasez de N, estudiando cómo 

los reguladores más importantes involucrados en el metabolismo de N en B. 

diazoefficiens se expresan y controlan otros genes para adaptarse a esta situación 

particular, tanto en vida libre como en simbiosis. Para ello, es necesario conocer cómo 

funcionan los mecanismos de regulación del N en este rizobio (NSR) y su influencia en la 

FBN. 

Es interesante señalar que al momento en que se inició este trabajo de Tesis Doctoral 

contábamos con muy poca información sobre las principales proteínas involucradas en 

la cascada de respuesta al estrés por N y en la asimilación de NH4
+ en B. diazoefficiens. 

Las últimas publicaciones se remontaban a los años 1987/1988 y se basaban en el 

estudio de la expresión de los genes glnA y glnII, que codifican las glutamino sintetasas, 
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cuyas secuencias se habían encontrado por homología con otros microorganismos 

previamente descriptos como E. coli (Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988). 

En cuanto a las proteínas de señalización PII, Martin y col. (1989) pudieron describir la 

presencia del gen glnB y la regulación de la expresión del mismo a partir de dos 

promotores en tándem. Sin embargo, la caracterización funcional de GlnB continuaba 

siendo una incógnita ya que la deleción de dicho gen no fue posible con las técnicas de 

la época. Incluso, nada se conocía de la presencia del gen glnK en B. diazoefficiens hasta 

la secuenciación de su genoma (Kaneko et al., 2002). 

Dada la relevancia de aumentar el rendimiento del cultivo de soja en forma sustentable, 

en este trabajo de Tesis Doctoral se plantea profundizar el conocimiento sobre cómo los 

sistemas regulatorios se activan para adaptarse a la escasez de N en B. diazoefficiens 

tanto en vida libre como en simbiosis, así como también proponemos profundizar en la 

regulación global del metabolismo de N en estas bacterias ya que parece ser un factor 

clave para una simbiosis exitosa.  

 

Objetivos de este trabajo de Tesis Doctoral 

 

I.10.1 Objetivo General 

 

En este trabajo de Tesis nos planteamos como objetivo principal caracterizar la 

cascada regulatoria del metabolismo de N en B. diazoefficiens, tanto en vida libre como 

en simbiosis con plantas de soja, y comprender y estudiar en qué condiciones 

metabólicas se activa la respuesta al estrés por N en este rizobio. Asimismo, es nuestro 

objetivo a fututo establecer, con los conocimientos ganados, condiciones de cultivo 

favorables para el desarrollo de formulaciones de inoculantes para soja con mayor 

eficiencia simbiótica. 
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I.10.2 Objetivos específicos 

 

1- Evaluar la fisiología del crecimiento de B. diazoefficiens en medios definidos 

desarrollados para generar condiciones de exceso o limitación de N.  

2- Obtener, mediante mutagénesis dirigida, cepas mutantes en las proteínas de 

señalización PII: GlnB, GlnK1 y GlnK2, involucradas en la regulación del metabolismo del 

N en B. diazoefficiens, y estudiar el entorno génico de cada una de ellas, así como 

también las características de sus secuencias proteicas mediante análisis in sílico.  

3- Analizar la posible función de las diversas copias de la enzima glutamino sintetasa 

GS, realizando un análisis comparativo de sus secuencias a partir de herramientas 

bioinformáticas, así como también obteniendo cepas mutantes en los genes glnA1, 

glnA2, glnA3 y glnII. 

4- Caracterizar fenotípicamente los distintos mutantes obtenidos en B. 

diazoefficiens con el fin de evaluar el posible rol de cada una de las proteínas mutadas 

en la regulación del metabolismo de N en este rizobio en vida libre. 

5- Evaluar los mutantes obtenidos en relación a su interacción simbiótica con las 

plantas de soja. 
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II.1 Cepas bacterianas, plásmidos y cebadores utilizados 

II.1.1 Cepas bacterianas y plásmidos 

Las cepas bacterianas y los plásmidos utilizados en este trabajo se detallan en las Tablas 

II.1 y II.2 respectivamente, junto con sus características principales: 

 

Tabla II.1 Características de cepas bacterianas utilizados en este trabajo 

Cepa bacteriana Descripción/Características relevantes Referencia 

Escherichia coli   

DH5α recA, ΔlacU169, Φ80dlacZΔM15 
Bathesda 
Res. Lab. 

TOP10 hsdR, mcrA, lacZΔM15, endA1, recA1 Invitrogen 

S17-1 Tra+, recA pro thi hsdR chr::RP4-2 
Simon et al., 

1983 

BL21 DE3 fhuA2 [lon] ompT gal [dcm] ΔhsdS 
Jeong et al., 

2009 

BL21 DE3 
(pET22b(+)::glnII) 

Cepa derivada de E. coli BL21 DE3 que contiene 
el vector pET22b(+) con el gen glnII (blr4169) 

para la sobreexpresión del mismo. Ampr 
Este trabajo 

Bradyrhizobium 
diazoefficiens 

 
 

USDA 110 Cepa salvaje. Cmr 

Departa- 
mento de 

Agricultura 
de EEUU 
(USDA) 

ΔglnA1 
Mutante delecional del gen glnA1 (blr4949) 

sobre B. diazoefficiens USDA 110. Cmr 
Este trabajo 

ΔglnA2 
Mutante por inserción de cassette Str/Sp del gen 

glnA2 (blr4835) sobre B. diazoefficiens USDA 
110. Cmr, Str/Spr 

Este trabajo 

ΔglnA3 
Mutante delecional del gen glnA3 (bll1069) sobre 

B. diazoefficiens USDA 110. Cmr 
Este trabajo 

ΔglnA1ΔglnA2 
Mutante doble en los genes glnA1 y glnA2 por 
inserción de cassette Str/Sp en cepa ΔglnA1. 

Cmr, Str/Spr 
Este trabajo 

ΔglnII 
Mutante delecional del gen glnII (blr4169) con 

inserción de cassette Km sobre B. diazoefficiens 
USDA 110. Cmr, Kmr 

Este trabajo 
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Tabla II.1 Continuación 

ΔglnK1 
Mutante delecional del gen glnK1 (blr0612) sobre 

B. diazoefficiens USDA 110. Cmr 
Este trabajo 

ΔglnK2 
Mutante delecional del gen glnK2 (blr0606) sobre 

B. diazoefficiens USDA 110. Cmr 
Este trabajo 

ΔglnK1ΔglnK2 
Mutante delecional del gen glnK2 sobre 

ΔglnK1.Cmr 
Este trabajo 

ΔglnB 
Mutante delecional del gen glnB (blr4948) sobre B. 

diazoefficiens USDA 110. Cmr 
Este trabajo 

Tabla II.2 Características de los plásmidos utilizados 

pBlueScriptSK(+) Vector comercial de clonado. Ampr Stratagene 

pET22b(+) Vector comercial de expresión. Ampr Novagen 

pG18mob2 
Vector suicida en rizobios, mob+, contiene el 

gen lacZ, Gmr 
Kirchner et 

al., 2003 

pG18mobLK 
Vector derivado del pG18mob2 con dos sitios 

de corte para la enzima KpnI en su sitio 
múltiple de clonado, mob+, lacZ+, Gmr 

Pistorio M., 
IBBM, UNLP 

CONICET 

pHPΩ45 
Vector donor del omegón Str/Sp. Ampr, Strr, 

Spr 
Prentki y 

Kirsch, 1984 

pK18mobSacB Vector suicida en rizobios Kmr, mob+, SacB+ 
Schafer et al., 

1994 

pBlue::glnA1 
Vector derivado del pBlueScriptSK(+) que 
contiene el gen glnA1(blr4949) completo. 

Ampr 
Este trabajo 

pET22b(+)::glnII 
Vector derivado del pET22b(+) que contiene 

el gen glnII (blr4169) completo para su 
sobreexpresión. Ampr 

Este trabajo 

pG18mob::glnA2 
Vector derivado del pG18mob2 que contiene 

dos fragmentos flanqueantes al gen glnA2 
(blr4835). Gmr 

Este trabajo 

pG18mob::II3´::Km 

Vector derivado del pG18mob2 que contiene 
un fragmento homólogo a la región río abajo 
(3´) del gen glnII (blr4169) y un cassette que 

confiere resistencia a Km. Gmr, Kmr 

Lamelza, 2013 

pG18mobLK::II5´ 
Vector derivado del pG18mobLK que contiene 
un fragmento homólogo a la región río arriba 

(5´) del gen glnII (blr4169). Gm r 
Este trabajo 

pK18mobSacB::glnA1 
Vector derivado del pK18mobSacB 

conteniendo fragmento truncado del gen 
glnA1 (blr4949). Kmr. 

Este trabajo 
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Tabla II.2 Continuación 

pFL0612 
Vector derivado del pK18mobSacB 

conteniendo fragmento truncado del gen 
glnK1 (blr0612). Kmr 

Este trabajo 

pFL0606 
Vector derivado del pK18mobSacB 

conteniendo un fragmento truncado del gen 
glnK2 (blr0606). Kmr 

Este trabajo 

PFL4948 
Vector derivado del pK18mobSacB 

conteniendo un fragmento truncado del gen 
glnB (blr4948). Kmr 

Este trabajo 

pFL4949 
Vector derivado del pK18mobSacB 

conteniendo un fragmento truncado del gen 
glnA1 (blr4949). Kmr 

Este trabajo 

pFL4835 

Vector derivado del pG18mob conteniendo 
fragmentos flanqueantes al gen glnA2 

(blr4835) separados por el omegón Str/Sp. 
Gmr, Strr, Spr 

Este trabajo 

pFL1069 
Vector derivado del pK18mobSacB 

conteniendo un fragmento truncado del gen 
glnA3 (bll1069). Kmr 

Este trabajo 

pFL4169 

Vector derivado del pG18mob que contiene 
fragmentos flanqueantes al gen glnII 

(blr4169) interrumpidos por un cassette Km. 
Gmr, Kmr 

Este trabajo 

pFL0916 
Vector derivado del pK18mobSacB 

conteniendo fragmento truncado del gen 
glnD (bll0916). Kmr 

Este trabajo 

 
 
 
 

II.1.2 Cebadores utilizados 

Las secuencias nucleotídicas que se muestran en la Tabla II.3.1 pertenecen a los 

cebadores utilizados para la amplificación de los fragmentos involucrados en los 

distintos pasos de las estrategias de mutagénesis y para la confirmación de las cepas 

mutantes. Aquellas secuencias resaltadas en negrita corresponden a las secuencias 

sintéticas diseñadas para realizar la estrategia de clonado descripta por Sukdeo y Charles 

(2003). 

Por su parte, aquellos cebadores utilizados para llevar a cabo los ensayos de qRT-PCR se 

detallan en la Tabla II.3.2. 
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Tabla II.3.1 Cebadores utilizados para la construcción y el chequeo de cepas mutantes 

Cebadores para construcción de cepas mutantes 

Denominación Secuencia 5´a 3´ Ref. 

glnII 5´FW AAAAGAATTCCAGAATCAGGCGTTTTCCGC 
Lamelza, 

2013 

glnII 5´RV AAAAGGTACCGCTTCAGCACGCAATCAGAG 
Lamelza, 

2013 

glnII 3´FW AAAACTGCAGCCGAGCTGAAAGGCTCCGGC 
Lamelza, 

2013 

glnII 3´RV 
AAAAAAGCTTGCGCGGTAGTTCGGATCGGGATCGG

G 
Lamelza, 

2013 

glnA1 Fw GAAATAAGGCTGCTTCGGCG 
Este 

trabajo 

glnA1 Rv CCTCAATCCCCAGAAGGCAC 
Este 

trabajo 

glnA2 5´Fw GAATTCTCAATGTCTGCCGTTCTCGG 
Este 

trabajo 

glnA2 5´Rv 
GCCGTCGACGGATCCGAGGCAACGGCAGTCAGCTTT

GATGT 
Este 

trabajo 

glnA2 3´Fw 
TGCCTCGGATCCGTCGACGGCGAATCTCTACGACCT

CCCGC 
Este 

trabajo 

glnA2 3´Rv AAGCTTAGGGTCCCGATGATCTAGCA 
Este 

trabajo 

glnA3 5´Fw CGACAAGGCAATCGTGCAAT 
Este 

trabajo 

glnA3 5´Rv 
GCCGTCGACGGATCCGAGGCAGTCACTGCTATTGCT

CCCCG 
Este 

trabajo 

glnA3 3´Fw 
TGCCTCGGATCCGTCGACGGCCGAGATGTTCTGACA

CCCCT 
Este 

trabajo 

glnA3 3´Rv CCTGCTGGTTCGAATTGGTTG 
Este 

trabajo 

glnK1 5´Fw CTGCAGAAGGGGTCGAATGGGGATTG 
Este 

trabajo 

glnK1 5´Rv 
GCCGTCGACGGATCCGAGGCACGGATTATGAAAGC

GGGGG 
Este 

trabajo 

glnK1 3´Fw 
TGCCTCGGATCCGTCGACGGCTCGTCATCAACCTCG

ACCAT 
Este 

trabajo 

glnK1 3´Rv GCATGCCGCAGACGGTGTAGAAGACC 
Este 

trabajo 

glnK2 5´Fw CTGCAGCGGTCCACACCAGCGTATC 
Este 

trabajo 

glnK2 5´Rv 
GCCGTCGACGGATCCGAGGCAATGGTCAGGCCTATT

CCCCG 
Este 

trabajo 
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Tabla II.3.1 Continuación 

glnK2 3´Fw 
TGCCTCGGATCCGTCGACGGCCGCAATTTCTATGCTG

GGGG 
Este 

trabajo 

glnK2 3´Rv AAGCTTCAGATAAGCGGAGAACCGCA 
Este 

trabajo 

glnB 5´Fw GCATGCCTTCCATGCCACTTCCCTGT 
Este 

trabajo 

glnB 5´Rv 
GCCGTCGACGGATCCGAGGCACTTGAACGGCTTGAT

GATGGCT 
Este 

trabajo 

glnB 3´Fw 
TGCCTCGGATCCGTCGACGGCGCTATCTGAGCCGGG

TGCTA 
Este 

trabajo 

glnB 3´Rv AAGCTTATCAGGCACATGTCGGACTC 
Este 

trabajo 

glnD 5´Fw CTGCAGCGTCGTGTCACCTTGGTCAT 
Este 

trabajo 

glnD 5´Rv 
GCCGTCGACGGATCCGAGGCACTTCAGCAGGATCGC

CTGT 
Este 

trabajo 

glnD 3´Fw 
TGCCTCGGATCCGTCGACGGCCCTGACAGCGACGAC

TTCAT 
Este 

trabajo 

glnD 3´Rv AAGCTTTGTAGATCACCGAGCGATGC 
Este 

trabajo 

Cebadores de chequeo de las cepas mutantes 

Denominación Secuencia 5´a 3´ Ref. 

Cheq_glnII_Fw CGAAAATTGCCGGACGTTGA 
Este 

trabajo 

Cheq_glnII_Rv GGTGGATCGAATAGAGGCCA 
Este 

trabajo 

Check_glnA1_Fw GCTATCTGAGCCGGGTGCTA 
Este 

trabajo 

Check_glnA1_Rv AGAATGGCTTCGTCGTGTCC 
Este 

trabajo 

Check_glnA2_Fw CAGACTATCGGCGCTTGACA 
Este 

trabajo 

Check_glnA2_Rv GTCGTCAAGATGAGCTGGGT 
Este 

trabajo 

Check_glnA3_Fw AAGAACAGCGGCAACGACTA 
Este 

trabajo 

Check_glnA3_Rv CGTCGTAGCAGTGATTGCG 
Este 

trabajo 

Check_glnK1_Fw GAGGTGGAACGAACCTTGGA 
Este 

trabajo 

Check_glnK1_Rv CGAGGCTGTAGCCGTACAC 
Este 

trabajo 
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Tabla II.3.1 Continuación 

Check_glnK2_Fw TGCCAAAATCGACCGACAGT 
Este 

trabajo 

Check_glnK2_Rv GCCAGCGGAATGTAGACGAA 
Este 

trabajo 

Check_glnB_Fw CTGCATTTCGGCGTTGGTC 
Este 

trabajo 

Check_glnB_Rv CCGAGATTGCCGCCTTCATA 
Este 

trabajo 

Check_glnD_Fw GGATTGTAGGTCGCCCAGTC 
Este 

trabajo 

Check_glnD_Rv ACCGTGGACATGGTCAGATG 
Este 

trabajo 

Km Fw CATCGGGCTTCCCATACA 
Quelas, 

2009 

Km Rv AATCCGGTGAGAATGGCAA 
Quelas, 

2009 

Str/Sp ATTCAAAAGGTCATCCACCG 
Quelas, 

2009  

M13 Fw (-40) GTTTTCCCAGTCACGAC 
Producto 
comercial 

M13 Rv (-40) CAGGAAACAGCTATGAC 
Producto 
comercial 

Cebadores para la sobreexpresión de genes 

Denominación Secuencia 5´a 3´ Ref. 

C_glnK1_FW AAACTCGAGCTGTGCCCGCGTAGTGAAAC 
Este 

trabajo 

C_glnK1_Rv AAATCTAGAGCCATAGGGACGCTTGAACG 
Este 

trabajo 

Exp_glnII_Fw AAACATATGACCAAGTATAAGCTCGAGTAC 
Este 

trabajo 

Exp_glnII_Rv AAAGTCGACGGCGACCGCCTTCTTC 
Este 

trabajo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Capítulo II                                                                                              Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

50 
 

Tabla II.3.2 Cebadores utilizados para llevar a cabo qRT-PCR 

Denominación Secuencia Ref. 

glnII_RT_Fw GACGGATATACGCCGACTCC Este trabajo 

glnII_RT_Rv GCTTCAGCACGCAATCAGAG Este trabajo 

glnA1_RT_Fw TGCTCATCTGGAAACCGACC Este trabajo 

glnA1_RT_Rv ACATCGTCCCTTCGGCAAAT Este trabajo 

glnA2_RT_Fw AACCTGGCTCGACTACAAGC Este trabajo 

glnA2_RT_Rv GGTCCCGATGATCTAGCAGC Este trabajo 

glnA3_RT_Fw TCCCTATCTCTACATGGCCT Este trabajo 

glnA3_RT_Rv GTAGTAGTCGACGAACTCCG Este trabajo 

glnA4_RT_Fw CCAGTGATGTCTTTGGAGAA Este trabajo 

glnA4_RT_Rv CAAAGTATCTCCGACGTTCA Este trabajo 

glnK1_RT_Fw TCACGGTGACGGAAGTCAAG Este trabajo 

glnK1_RT_Rv ATCTTGGGCAGGAAGCTCAC Este trabajo 

glnK2_RT_Fw CCTTCAAGCTCGATGAGGTCC Este trabajo 

glnK2_RT_Rv CCATAACCCTTTACCTCGGTCAC Este trabajo 

glnB_RT_Fw AGGGACACGCCGAGCTTTAC Este trabajo 

glnB_RT_Rv TCGCCTCTTCGATGTTGGAGAC Este trabajo 

amtB1_RT_Fw GACAGTCCTCGTGCTGTTGA Este trabajo 

amtB1_RT_Rv GCATGTTCTTGGAACGGACG Este trabajo 

amtB2_RT_Fw TACCAGATGACGTTTGCG Este trabajo 

amtB2_RT_Rv GACCGAGAACAGCAGATAAG Este trabajo 

sigA Fw CTGATCCAGGAAGGCAACATC 
Jin, Nikolau. 

2012 

sigA Rv TGGCGTAGGTCGAGAACTTGT 
Jin, Nikolau. 

2012 
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II.2 Procedimientos microbiológicos 

II.2.1 Medios de cultivo 

-LB 

Los cultivos de las cepas de E. coli se realizaron en el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook, 

1989) cuya composición es la siguiente: triptona 10 g.l-1, extracto de levadura 5 g.l-1, 

NaCl 5 g.l-1, glucosa 1 g.l-1. Para obtener el medio sólido se agregaron 15 g.l-1 de agar.  

Para obtener el medio sólido se agregaron 15 g.l-1 de agar. La esterilización se realizó 

durante 20 minutos a 121 °C con vapor de agua en autoclave. 

Cuando fue necesario se agregó X-gal (5-bromo-4cloro-3-indoil-β-galactopiranósido) a 

una concentración de 40 µg.ml-1. 

 

-YEM 

Los cultivos sólidos de B. diazoefficiens se llevaron a cabo en medio extracto de levadura-

manitol (YEM) (Vincent, 1970), cuya composición se detalla a continuación: extracto de 

levadura 0,4 g.l-1, manitol 10 g.l-1, NaCl 0,1 g.l-1, MgSO4.7H2O 0,2 g.l-1, K2HPO4 0,5 g.l-1. El 

medio YEM agarizado se preparó adicionando agar 15 g.l-1 y rojo congo 0,25 % p/v. La 

esterilización se realizó durante 20 minutos a 121 °C con vapor de agua en autoclave. 

 

-PSY - ara 

Para realizar los ensayos de conjugación entre B. diazoefficiens USDA 110 y E. coli S17-1 

se utilizó el medio PSY-ara (modificado de Regensburguer y Hennecke, 1983) cuya 

composición es la siguiente: L- arabinosa 1 g.l-1, peptona 1 g.l-1, extracto de levadura 1 

g.l-1, KH2PO4 0,3 g.l-1, Na2HPO4 0,3 g.l-1, sales (MgSO4.7H2O 10 mg.l-1, CaCl2 5 mg.l-1, 

FeCl3CuSO4.5H2O 1,66 mg.l-1), micronutrientes (H3BO3 10 mg.l-1, ZnSO4.2H2O 1,46 mg.l-1 

CuSO4.5H2O 0,5 mg.l-1 MnCl2.4H2O 0,24 mg.l-1 Na2MoO4.2H2O 0.1 mg.l-1) y vitaminas 

(Biotina 1 mg.l-1, Pantotenato de sodio 1 mgl-1, Clorhidrato de tiamina 1 mg.l-1). 

Se preparó primero el medio base con las cantidades indicadas anteriormente de los 

siguientes compuestos: Na2HPO4, KH2PO4, L-arabinosa y extracto de levadura. El 

mismo se llevó a pH 7 y se esterilizó durante 20 minutos a 121 °C con vapor de agua en 
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autoclave. En forma independiente se prepararon soluciones stock de (1.000 X) 

MgSO4.7H2O y CaCl2.2H2O y se esterilizaron durante 20 minutos a 121 °C con vapor de 

agua en autoclave. Las soluciones stock de micronutrientes (1.000 X), el 

FeCl3CuSO4.5H2O (100 X) y la mezcla de vitaminas (1.000 X) se esterilizaron por filtración 

con filtros Millipore de 0,22 m. Una vez preparado y esterilizado el medio base se le 

adicionaron, a partir de las soluciones stock estériles, los siguientes compuestos: 

MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, FeCl3CuSO4.5H2O, micronutrientes y vitaminas. 

 

-Evans y medios derivados 

Los cultivos de B. diazoefficiens en medios líquidos se llevaron a cabo utilizando el medio 

de Evans (Evans, 1970) que está formulado para tener una relación C/N balanceada 

(C/N=14).  

La composición base del medio de Evans es la siguiente: manitol 10 g.l-1, NH4Cl 1,07 g.l-

1, NaH2PO4.2H2O 1,56 g.l-1, KCl 0,745 g.l-1, Na2SO4 0,275 g.l-1, MgCl2.6H2O 0,25 g.l-1, ácido 

cítrico 0,42 g.l-1 y micronutrientes. Los micronutrientes utilizados poseen una 

composición de CaCl2.2H2O 0.588 g.l-1, ZnO 0,412 g.l-1, FeCl3.6H2O 5,4 g.l-1, MnCl2.4H2O 

2 g.l-1, CuSO4.4H2O 0,172 g.l-1, CoCl2.6H2O 0,452 g.l-1, H3BO3 0,054 g.l-1, NaMoO4.2H2O 

0,004 g.l-1, HCl 8 ml. Los micronutrientes fueron esterilizados por filtración (Millipore de 

0,22 μm). Una vez adicionado al medio se llevó a pH 6,9 con un pHmetro debidamente 

calibrado y la esterilización del mismo se realizó durante 20 minutos a 121 °C con vapor 

de agua en autoclave. 

La mezcla de vitaminas (biotina 20 μg.l-1, tiamina-HCl 20 μg.l-1, riboflavina 20 μg.l-1, ácido 

p-aminobenzoico 20 μg.l-1, piridoxina 20 μg.l-1) fue esterilizada por filtración con 

membrana (filtros Millipore de 0,22 μm) y luego agregadas al resto del medio estéril, 

una vez enfriado. 

Para evaluar diferentes condiciones de cultivo se prepararon variantes de este medio 

modificando las cantidades de las fuentes de C y N. Es importante destacar que a lo largo 

de este trabajo nos referiremos a la relación C/N como los g totales de C aportados por 

la fuente de C en relación a los g de N aportados por la fuente nitrogenada para un litro 

de cultivo. Las variantes del medio Evans utilizados se detallan a continuación: 
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Evans Bajo C: manitol 1 g.l-1 y NH4Cl 1,07 g.l-1 con una relación C/N=1,4. 

Evans Bajo N: manitol 12 g.l-1 y NH4Cl 0,0054 g.l-1 con una relación C/N=3.333. 

Evans NG: manitol 5 g.l-1, glutamato de sodio 0,4 g.l-1 y NH4Cl con una relación C/N=6,8. 

Evans Glutamato: manitol 5 g.l-1 y glutamato de sodio 0,4 g.l-1 con una relación C/N=70. 

Evans NH4
+: manitol 5 g.l-1, NH4Cl 0,107 g.l-1 con una relación C/N=70. 

 

Durante la selección de los medios anteriormente nombrados también se probaron las 

siguientes variantes: 

Evans1,4: manitol 5 g.l-1 y NH4Cl 5,38 g.l-1 (C/N=1,4) 

Evans2: manitol 2 g.l-1 y NH4Cl 1,53 g.l-1 (C/N=2) 

Evans50: manitol 2 g.l-1 y NH4Cl 0,061 g.l-1 (C/N=50) 

Evans100: manitol 2 g.l-1 y NH4Cl 0,03 g.l-1 (C/N=100) 

Evans200: manitol 5 g.l-1 y NH4Cl 0,038 g.l-1 (C/N=200) 

Evans660: manitol 5 g.l-1 y NH4Cl 0,011 g.l-1 (C/N=660) 

 

II.2.2 Condiciones de cultivo 

II.2.2 a Cultivo de cepas de B. diazoefficiens  

Los cultivos sólidos se iniciaron a partir de las reservas mantenidas a 4 °C o bien a partir 

de cultivos guardados en glicerol a -20 °C. Los mismos se crecieron en el medio YEM 

sólido a 28 °C hasta observar crecimiento. En ese momento se tomó masa bacteriana 

con ansa en anillo y se inocularon en el medio YEM, PSY-ara o Evans según el 

experimento a ensayar. Los cultivos se crecieron con agitación rotatoria a 180 rpm hasta 

que estuvieran en fase estacionaria. Luego, los cultivos se diluyeron 1:100 en el medio 

fresco y su crecimiento se continuó durante 2-3 días, con el fin de que todas las células 

alcancen la fase de crecimiento exponencial. A partir de este cultivo iniciador se 

inocularon los medios a ser estudiados de manera de obtener una DO500 inicial de 0,02-

0,03 y se continuó su cultivo en las condiciones descriptas previamente hasta la fase de 

crecimiento deseada.  

 



Capítulo II                                                                                              Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

54 
 

II.2.2 b Cultivos de E. coli 

En los casos que fue necesario cultivar cepas de E. coli, las mismas fueron crecidas a 37 

°C en el medio LB. Los cultivos sólidos se obtuvieron a partir de repiques en LB sólido de 

las reservas mantenidas a 4 °C o bien a partir de cultivos guardados en glicerol a -20 °C. 

Los inóculos utilizados para los distintos ensayos se hicieron crecer en medio LB líquido 

a 37 °C suplementados con el antibiótico correspondiente cuando fue necesario. 

 

II.2.3 Soluciones para el cultivo hidropónico de plantas 

Para los ensayos con plantas se utilizó la solución de Fåhraeus modificada libre de 

nitrógeno (Lodeiro et al., 2000), la misma contiene: CaCl2.2H2O 0,11 g.l-1; MgSO4.7H2O 

0,12 g.l-1; K2HPO4 0,20 g.l-1; KH2PO4 0,17 g.l-1; NaCl 0,06 g.l-1; citrato férrico 0,005 g.l-1 y 

los siguientes micronutrientes: KCl 3,73 mg.l-1; H3BO3 1,55 mg.l-1; MnSO4 H2O 0,85 mg.l-

1; CuSO4.5H2O 0,13 mg.l-1; ZnSO4.7H2O 0,58 mg.l-1; (NH4)6Mo7O24.4H2O 18 mg.l-1; pH 7. 

Las soluciones de fosfatos, cloruro de sodio, citrato férrico y micronutrientes se 

esterilizaron en autoclave por 20 minutos a 121 °C. Una vez enfriada se le agregaron las 

sales de calcio y magnesio previamente esterilizadas en autoclave. 

 

II.2.4 Antibióticos utilizados 

Los antibióticos se prepararon en agua bidestilada (exceptuando la espectinomicina y 

cloranfenicol) a una concentración 1.000 X y se esterilizaron por filtración por 

membrana (filtros Millipore de 0,22 μm). La espectinomicina se preparó en metanol y la 

solución de cloranfenicol se disolvió en etanol. Las concentraciones finales en los medios 

de cultivo fueron: 

 

-Para E. coli: kanamicina sulfato (Km) 25 μg ml-1, ampicilina (Amp) 200 μg.ml-1, 

estreptomicina (Str) 100 μg.ml-1, espectinomicina (Sp) 100 μg.ml-1, tetraciclina (Tc) 10 

μg.ml-1 y gentamicina (Gm) 10 μg.ml-1. 

-Para B. diazoefficiens: cloranfenicol (Cm) 20 μg.ml-1, Km 150 μg.ml-1, Str 400 μg.ml-1, Sp 

200 μg.ml-1y Gm 100 μg.ml-1. 
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II.2.5 Cinéticas de crecimiento 

Para los estudios de cinéticas de crecimiento de las cepas de B. diazoefficiens se 

utilizaron Erlenmeyers de 250 ml de capacidad con 75 ml de medio de cultivo. Los 

cultivos iniciadores utilizados se prepararon como se describe en el inciso II.2.2 a. A 

partir del inóculo inicial, se hizo una dilución 1:100 en el mismo medio y se lo dejó crecer 

hasta alcanzar su fase exponencial (2-3 días). Una alícuota de dicho cultivo se centrifugó 

a 16.000 x g durante 5 minutos y se lavó. Para ello se retiró el sobrenadante y el pellet 

bacteriano se resuspendió en el mismo volumen de medio fresco. El medio fresco 

utilizado varió según el medio en el cual se inocularía dicha alícuota. A partir de este 

cultivo iniciador se inocularon los medios a ser estudiados (Evans y medios derivados de 

Evans) de manera de obtener una DO500 inicial de 0,02-0,03 y se continuó su cultivo a 28 

°C y 180 rpm durante un tiempo que duró entre 11 y 14 días.  

Cuando fue necesario realizar pruebas preliminares de cinéticas de crecimiento se 

utilizaron frascos de penicilina de 120 ml con una capacidad de 35 ml. Las condiciones 

iniciales y de cultivo fueron las mismas que las descriptas anteriormente en este inciso 

con la diferencia de que el tiempo de evaluación se redujo a 7 días. 

II.2.6 Estimación de la biomasa y recuento en placa 

La biomasa total se estimó por lecturas de Absorbancia (Abs) a la longitud de onda 

indicada, 500 nm para B. diazoefficiens y a 600 nm para E. coli. El número de células 

viables se estimó por recuento en placa de las unidades formadoras de colonias por ml 

(UFC.ml-1) crecidas sobre el medio YEM. Los recuentos se realizaron por el método de la 

gota (Hoben et al., 1982), en el cual se colocan gotas de 5 μl, en las que se puede contar 

entre 3 y 30 UFC. Se colocaron de 10 a 15 gotas por dilución y se realizaron 2 o 3 

diluciones por placa. Los recuentos se realizaron por triplicado. Las placas se incubaron 

a 28 °C y las colonias fueron visibles a partir de los 5 días. 

 

II.2.7 Conservación de cepas bacterianas 

Para su conservación a largo plazo las cepas fueron cultivadas en el medio 

correspondiente (LB para E. coli y YEM para B. diazoefficiens) hasta fase logarítmica 
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tardía. La preservación se realizó por congelamiento de alícuotas de dichos cultivos 

suplementados con glicerol estéril hasta alcanzarse concentraciones del 50 % v/v o del 

25 % v/v para almacenarlas a -20 °C o -80°C, respectivamente. 

 

II.2.8 Preparación de células electrocompetentes 

Para obtener bacterias electrocompetentes se siguió la técnica de Tung y Chow (1995) 

con leves modificaciones. Se inocularon 300 ml de medio LB sin NaCl con 1 ml de un 

cultivo de la cepa E. coli DH5α crecida hasta fase estacionaria. Este cultivo fue incubado 

a 37 °C y agitado a 180 rpm hasta que se alcanzó una densidad óptica a 600 nm de 

aproximadamente 0,6 unidades. En ese momento se procedió al enfriamiento del 

cultivo en agua-hielo durante 30 minutos. Luego, las células se centrifugaron durante 15 

minutos a 4.000 x g y a 4 °C. Posteriormente se lavó cuidadosamente los pellets con 50 

ml de glicerol 10 % frío. Este procedimiento se realizó dos veces y finalmente las 

bacterias se resuspendieron suavemente en glicerol al 10 % frío y se fraccionaron en 

alícuotas de 100 μl, que se conservaron a -80 °C. 

Para obtener bacterias electrocompetentes de las cepas E. coli Top10, S17-1 o BL21 DE3 

se procedió de la misma manera. 

 

II.2.9 Transformación de células electrocompetentes de E. coli  

Los vectores plasmídicos construídos en este trabajo se introdujeron en células 

electrocompetentes de E. coli DH5α, Top10 o BL21 DE3 mediante la técnica de 

electrotransformación. Para este procedimiento se utilizó un equipo Gene Pulser (Bio-

Rad) y cubetas comerciales de 0,2 cm de ancho (GenePulserCuvette Bio-Rad), bajo las 

condiciones recomendadas por el fabricante (25 μF, 200 Ω, 2,5 kV). Inmediatamente 

después de la electrotransformación, se adicionó a las células 800 μl de medio LB fresco, 

y la mezcla se incubó 1 hora a 37 °C para permitir la expresión de la información genética 

contenida en el plásmido introducido. Pasado este tiempo, se sembraron las bacterias 

en medio LB sólido selectivo con el antibiótico para el cual el vector que introdujimos 

tiene un gen de resistencia. En los casos en que fue posible, también se adicionó al 

medio 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-galactósido (X-gal) con el fin de facilitar la selección 



Capítulo II                                                                                              Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

57 
 

de transformantes por α-complementación. Las placas se incubaron el tiempo necesario 

en estufa a 37 °C. 

 

II.2.10 Métodos de conjugación: Conjugación biparental 

La conjugación biparental se llevó a cabo entre la bacteria donora E. coli S17-1 que posee 

el plásmido correspondiente y la bacteria receptora B. diazoefficiens USDA 110, 

siguiendo la técnica de Simon (Simon et al., 1989) con algunas modificaciones según se 

indica a continuación. En primer lugar, se preparó un cultivo líquido de B. diazoefficiens 

USDA 110 en el medio PSY-ara y se dejó en crecimiento durante 2 días a 28 °C y en 

agitación a 180 rpm. El día anterior a realizar la conjugación se prepararó un cultivo de 

la cepa donora de E. coli S17-1, portadora del plásmido de interés, en medio LB líquido 

con los antibióticos correspondientes y se la creció a 37 °C en agitación a 180 rpm 

durante una noche hasta saturación. Al día siguiente se realizó una dilución de la cepa 

de E. coli en medio LB fresco sin antibiótico, y se la creció en las condiciones 

anteriormente mencionadas hasta alcanzar su fase exponencial de crecimiento. 

Cuando los cultivos de las dos cepas se encontraron en fase logarítmica, se mezclaron 

800 μl del cultivo de la cepa receptora con 600 μl de la cepa donora. Se mezcló 

suavemente y se centrifugó a 660 x g durante ocho minutos. Luego, el pellet se 

resuspendió en 100 μl de sobrenadante y se sembró en gota en el medio sólido PSY-ara 

sin antibiótico. A su vez, se realizaron controles de cada cepa por separado para 

descartar la hipótesis de que el crecimiento de colonias se debiera a mutaciones 

espontáneas. Para ello, se centrifugaron 800μl de cada cultivo de manera independiente 

a 660 x g durante 8 minutos, se resuspendió el pellet en 100 μl de sobrenadante y se 

procedió de igual manera que con las conjugaciones. 

Todas las placas se dejaron de 2-3 días a 28 °C en oscuridad para incrementar la masa 

celular. Una vez pasado ese tiempo se recolectó con un ansa la masa bacteriana y se 

resuspendió la misma en 800 μl medio PSY-ara. De este resuspendido se sembraron 100 

μl directos, 100 μl centrifugados y 100 μl de una dilución 1/10, en medio YEM 

suplementado con el antibiótico correspondiente cuya resistencia está codificada en el 

plásmido entonces se selecciona las bacterias que poseen el plásmido) y Cloranfenicol 

(para prevenir contaminaciones ya que B. diazoefficiens USDA 110 es resistente a este 
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antibiótico). Se dejaron crecer las placas con las bacterias transconjugantes y con los 

controles durante 15 días a 28 °C. 

 

II.3 Técnicas de biología molecular 

II.3.1 Preparación de ADN plasmídico en pequeña escala ("minipreparación") 

Los plásmidos de E. coli fueron preparados por la técnica de lisis alcalina descripta por 

Maniatis et al. (1982), con algunas modificaciones. En principio, la cepa de E. coli con el 

plásmido a purificar se cultivó en medio sólido LB con el antibiótico correspondiente. 

Luego, se recogió masa bacteriana en una punta de pipeta y se resuspendió en 200 μl 

de solución I (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl pH 8 y 10 mM EDTA pH 8), utilizando 

mezclado con vortex. Se agregaron 200 μl de solución II (0,2 N NaOH y 1 % p/v SDS 

preparada al momento de ser utilizada) y se mezcló suavemente por inversión. A 

continuación, se adicionaron 200 μl de solución III (60 ml acetato de potasio 5 M; 11,5 

ml ácido acético glacial y 28,5 ml de H2O), agitando vigorosamente. La mezcla se 

centrifugó durante 8 minutos a 16.000 x g. Se tomó cuidadosamente el sobrenadante, 

evitando el precipitado y las partículas en suspensión, y se lo colocó en un tubo 

eppendorf nuevo. Se siguió con el procedimiento de Sílica-CleanUp para la obtención 

del plásmido (Boyle et al. 1995): se agregaron 10 μl de suspensión de sílica (o el volumen 

correspondiente considerando que se unen aproximadamente 200 ng de ADN por μl de 

suspensión) y se mezcló bien por agitación en vortex. Se sedimentó la sílica por 

centrifugación durante 10 segundos a 16.000 x g. Se realizaron tres lavados con 500 μl 

de solución de lavado para sílica (NaCl 50 mM, Tris 10 mM pH 7,5; EDTA 2,5 mM y etanol 

50 %), resuspendiendo mediante vortex, centrifugando en microcentrífuga y eliminando 

el sobrenadante en cada lavado. Después del último lavado se centrifugó nuevamente 

para eliminar cualquier residuo de la solución de lavado y se dejó secar la sílica al aire 

para que evaporar el etanol residual. Una vez seca se adicionó un volumen adecuado de 

agua bidestilada estéril (25 a 50 μl, según la concentración final deseada) y se calentó a 

60 °C durante 5 minutos. Se centrifugó durante 2 minutos a 16.000 x g en 

microcentrífuga y finalmente se tomó el sobrenadante conteniendo el ADN plásmídico, 

que se colocó en un nuevo tubo para su conservación a -20 °C. 
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La suspensión de sílica se preparó resuspendiendo 2 g de sílica en 15 ml de agua 

bidestilada estéril y lavando mediante centrifugados sucesivos durante 2 minutos a 

2.000 x g. Finalmente se estima el volumen de sílica por pesada y resuspende en dos 

volúmenes de agua bidestilada estéril. 

En los casos en los que fue necesaria una mayor pureza del ADN plasmídico se utilizó kit 

comercial Bioneer Accupep “Plasmid Mini Extraction” siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

 

III.3.2 Obtención de ADN molde para amplificaciones específicas sobre ADN 

genómico 

Los ADN moldes para las amplificaciones por PCR fueron obtenidos utilizando alguna 

de las siguientes metodologías: 

a1. Obtención de ADN por lisis bacteriana: las células provenientes de cultivos sólidos 

fueron resupendidas en 100 μl de agua bidestilada estéril. La suspensión fue hervida por 

15 minutos y centrifugada a 16.000 x g por 10 minutos, y 1 μl de los sobrenadantes 

fueron usados como ADN molde. 

a2. Obtención de ADN mediante resinas: A partir de una estría bien aislada del cultivo 

bacteriano, se recogió masa bacteriana en una punta de pipeta y se la resuspendió en 

500 μl de NaCl 1 M. Se vorteó y se incubó durante 15 minutos a 4 °C. Se centrifugó 

durante 5 minutos a 16.000 x g y se lavó el pellet obtenido con 500 μl de agua bidestilada 

estéril. Nuevamente se vorteó y centrifugó durante 5 minutos a 16.000 x g. Luego se 

siguió con el protocolo empleando una resina de calidad para biología molecular que 

tiene la capacidad de unir ADN (Walsh et al., 1991). Para ello se agregaron 300 μl de 

resina Chelex-100 (Bio-Rad) de concentración 6 % p/v en agitación y se mezcló mediante 

movimientos vigorosos con los dedos. Se incubó durante 20 minutos a 56 °C, se vorteó 

y luego volvió a incubarse pero durante 8 minutos a 99 °C. Finalmente se vorteó y se 

conservó a 4 °C, temperatura a la que se ha verificado que estos moldes pueden 

almacenarse con éxito durante largos períodos de tiempo. 
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II.3.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un ciclador térmico iCycler (BioRad) o 

en un ciclador Biometra Tone (Analytik jena, Alemania). La composición de las mezclas 

de reacción fue: 3 mM MgCl2, 200 μM dNTP’S, 2 U de Taq polimerasa, buffer de reacción 

10X y 10 μM de cada uno de los cebadores, completando con agua un volumen final de 

mezcla de reacción, para todos los casos de 10 μl. También se adicionó dimetilsulfóxido 

(DMSO) en concentración final 10 %. Los cebadores empleados se encuentran listados 

en la Tabla II.3.1 y fueron sintetizados por encargo en Operon Comp. (EEUU) o 

Invitrogen - Thermo Fisher Scientific (EEUU). 

El ciclado se hizo siguiendo el esquema básico de una desnaturalización inicial: 35 ciclos 

de desnaturalización, hibridación y elongación; y por último, una elongación final. En 

todos los casos, la desnaturalización se realizó a 94 °C y la elongación a 72 °C 

(temperatura óptima de elongación de la Taq polimerasa). Dependiendo del juego de 

cebadores utilizado, se fijó la temperatura de hibridación y los tiempos se determinaron 

en función del tamaño del fragmento que se quiso amplificar en cada caso, tal como se 

describe en las secciones correspondientes. 

Cuando fue necesario obtener fragmentos con extremos romos se utilizó la enzima PFU 

polimerasa. La composición de las mezclas en estos casos fue: buffer de reacción 10X (2 

μl) (conteniendo 20 mM de Mg+2), dNTPs con una concentración de 2 mM (2 μl), DMSO 

en concentración final de 10 % (1 μl), 1U de la ADN polimerasa PFU (0,5 μl), 10 μM de 

cada uno de los cebadores (2,5 μl), 2 μl de ADN molde y agua hasta completar los 20 μl 

finales de reacción. 

Al finalizar las reacciones de PCR, 10 μl de cada uno de los productos fueron separados 

por electroforesis en gel de agarosa conteniendo 0,5-1,0 μg/ml de bromuro de etidio. El 

perfil de bandas obtenido fue fotografiado bajo iluminación ultravioleta. 
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II.3.4 Electroforesis de ADN 

II.3.4.a Separación e identificación de fragmentos de restricción o de amplificación 

por PCR mediante electroforesis en geles de agarosa 

La separación de fragmentos de ADN se llevó a cabo mediante electroforesis horizontal 

en geles de agarosa empleando TBE (Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM, H3BO3 89 mM, pH 8,2) 

como buffer de corrida. Según el tamaño del fragmento que se esperaba observar se 

utilizó una concentración de agarosa adecuada disuelta en buffer Tris-bórico-EDTA (TBE, 

Tris 89 mM, EDTANa2 2,5 mM, H3BO3 89 mM, pH 8,2). Para visualizar fragmentos de 

entre 100pb y 1000pb se utilizó una concentración de agarosa de 1,5 % y para 

fragmentos de entre 1000pb y 2000pb una concentración de 1 %. En aquellos casos 

donde fue necesario evaluar productos de mayor peso molecular como por ejemplo 

ADN plasmídico se utilizó agarosa al 0,8 %. Las muestras se mezclaron para su siembra 

con una solución de carga que contiene sacarosa 40 % p/v y azul de bromofenol 0,25 % 

p/v en concentración 6X. 

 

II.3.4.b Revelado de los geles y fotografía 

El agregado de 0,5 μg/ml de bromuro de etidio a los geles de agarosa permite la 

visualización de los fragmentos de ADN por transiluminación con luz ultravioleta de λ = 

260 nm. 

El registro de los resultados se realizó mediante fotografía de los geles con una cámara 

digital Kodak modelo DC 120 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminación ultravioleta. 

 

II.3.4.c Estimación de los pesos moleculares de fragmentos por electroforesis en 

gel de agarosa 

El tamaño de los fragmentos de restricción fue determinado utilizando como patrón de 

peso molecular el marcador Lambda DNA/HindIII y el marcador 100 bp DNA Ladder. El 

primer se obtiene a partir de ADN del fago λ que es digerido con HindIII hasta generar 

bandas entre 0.125 kb y 23 kb, aptas para ser utilizadas como marcadores de peso 

molecular en geles de agarosa. Este marcador se compone de 8 fragmentos de ADN 
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individuales purificados (en pares de bases): 23130*, 9416, 6557, 4361*, 2322, 2027, 

564 y 125 (Figura II.1-A).  

El marcador Ladder 100 plus, en cambio, se obtiene a partir de plásmidos de ADN 

digeridos completamente con enzimas de restricción hasta generar bandas entre 100 bp 

y 1 kb. Se compone de 10 fragmentos individuales purificados por cromatografía (en 

pares de bases):1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100. El fragmento de 500 

bp presenta una intensidad superior y se comporta como banda de referencia (Figura 

II.1- B). 

 

 

 

El marcador Ladder 50pb plus por otra parte muestra fragmentos de entre 50 pb y 1000 

pb. En particular, se pueden observar 12 fragmentos de ADN doble cadena de 50 pb a 

500 pb con incrementos discretos de 50 pb, y dos bandas adicionales de 750 pb y 1000 

pb (Figura II.1- C). 

 

II.3.4.d Extracción de fragmentos de ADN de geles de agarosa 

En algunas ocasiones se obtuvieron los fragmentos de interés a partir de los geles de 

agarosa. Los fragmentos extraídos preferentemente no deben ser expuestos a luz 

ultravioleta para evitar cualquier tipo de daño en el ADN que queremos utilizar. Luego 

Figura II.1 Marcadores de peso molecular A) Lambda HindIII corrido en un gel de agarosa al 1 %, 

B) Ladder 100 pb plus corrido en un gel de 1,7 %, C) Ladder 50 pb plus en un gel de agarosa 2 %. 

A B C
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de cortar la banda del gel con el fragmento que se deseaba se lo colocó en un eppendorf 

de 1,5 ml. La purificación se realizó con el kit comercial Bioneer Accuprep “Gel 

Purification kit”  

 

II.3.5 Extracción de ARN total 

La extracción de ARN total de B. diazoefficiens USDA 110 se realizó a partir de cultivos 

en fase exponencial temprana (2 días de cultivo) o tardía (5 días de cultivo) los que 

fueron centrifugados a 14.000 x g durante 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, los 

precipitados se resuspendieron en buffer TE pH 8 en presencia de lisozima (SIGMA) y las 

muestras se incubaron a 37 °C durante 30 minutos para ayudar a la lisis bacteriana. 

Luego se agregó 1 ml de Trizol (Invitrogen) y se mezcló por inversión y se incubó 5 

minutos a temperatura ambiente. Se agregó 0,2 ml de cloroformo y luego de agitar 

vigorosamente se incubó 2 minutos a temperatura ambiente. Para separar las fases se 

centrifugó a 14.000 x g durante 20 minutos. Se recuperó la fase acuosa, se le agregó 0,5 

ml de isopropanol frío y se dejó 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se 

centrifugó a 14.000 x g durante 20 minutos y el pellet obtenido se lavó con etanol 75 % 

y se dejó secar 20 minutos a temperatura ambiente. 

El ARN se resuspendió en 20 μl de agua DEPC (dietilpirocarbonato) y se cuantificó por 

medida de su absorbancia a 260 nm. Luego, se trató cada muestra con ADNasa I 

(Invitrogen) según lo indica el fabricante para eliminar cualquier contaminación de ADN 

que existiese. 

Se verificó la ausencia de ADN realizando una PCR previa a la retrotranscripción con 

cebadores específicos glnII_RT_Fw/glnII_RT_Rv que hibridan en el gen glnII (blr4169) 

(Tabla II.3.2). En aquellos casos donde el ARN a evaluar provenía de la cepa mutante 

ΔglnII (que tiene delecionado el gen glnII) se utilizó un par alternativo de cebadores, 

glnA1_RT_Fw/glnA1_RT_Rv, que hibridan en una región interna del glnA1 (blr4949) 

(Tabla II.3.2). 

La muestra conteniendo ARN se conservó a -80 °C. 
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II.3.6 Transcripción Reversa 

El ADN complementario (ADNc) se obtuvo a partir del ARN total utilizando la enzima M-

MLV (Invitrogen) y cebadores al azar (Invitrogen), según el protocolo comercial, y se 

conservó a -20 °C hasta el momento de ser utilizado como molde de PCR.  

 

II.3.7 Reacción en cadena de la polimerasa sobre ADNc 

Para llevar a cabo los análisis de presencia o ausencia de transcriptos y para los análisis 

de co-expresión se utilizó la técnica de PCR siguiendo los pasos descriptos en el inciso 

II.3.3. En este caso, se utilizó como ADN molde el ADN complementario obtenido 

mediante Transcripción Reversa y la enzima Taq polimerasa. 

 

II.3.8 Cuantificación relativa de transcriptos mediante real time PCR (qRT-PCR) 

La expresión relativa de genes seleccionados se determinó mediante real time PCR 

cuantitativa utilizando un equipo qTOWER 2.0 (Analytik jena, Alemania). Los cebadores 

utilizados se detallan en la Tabla II.3.2. Los mismos fueron diseñados para amplificar 

fragmentos de entre 80 a 200 pb en regiones no homólogas de los genes seleccionados. 

Para la mezcla de reacción se utilizó el reactivo iQ-SYBR green Supermix (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante. Los amplicones se 

analizaron con el software qPCRsoft system (versión 3.1 software). Los datos obtenidos 

se procesaron utilizando el método ∆∆Ct para calcular la expresión de los genes de 

interés en la cepa mutante relativo a la expresión de dichos genes en la cepa salvaje 

considerando como control interno al gen sigA (bll7349) cuya transcripción ha sido 

propuesta como constitutiva (Hauser et al., 2006). En aquellos casos donde se analizó la 

expresión diferencial de genes en la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 según el 

medio de cultivo en el que había sido crecida también se utilizó el método ∆∆Ct y la 

expresión de sigA como control interno. 

Para el análisis de los resultados se consideraron como sobreexpresados aquellos genes 

que presentan un fold change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos 
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aquellos cuyo fold change sea menor a -2. El fold change se define como el rq (rq=2^ΔΔCt) 

cuando el rq es mayor a 1 y es -1/rq cuando el rq es menor a 1. 

 

II.3.9 Cuantificación de ADN y ARN 

Cuando fue necesario el ADN o ARN obtenido se cuantificó mediante el uso de un 

espectrofotómetro Spectrophotometer ND-100 (Nanodrop Technologies Inc.) 

 

II.3.10 Tratamientos enzimáticos del ADN 

Las digestiones con enzimas de restricción (EcoRI, KpnI, HindIII, BamHI, SmaI, SphI, PstI) 

y las ligaciones de ADN (con T4 ligasa) se realizaron en las condiciones óptimas para cada 

enzima, siguiendo las indicaciones de temperatura y buffer propuestas por el fabricante, 

y las recomendaciones descriptas en Sambrook et al. (1989). Las reacciones se llevaron 

a cabo habitualmente con 0,5-5,0 μg de ADN, 0,1 volumen del buffer 10 X y 0,5-1 unidad 

de la enzima a utilizar en un volumen final de 10-25 μl. Las mezclas de reacción fueron 

incubadas a la temperatura óptima de las enzimas utilizadas por un período de tiempo 

mayor que 4 horas en el caso de las enzimas de restricción y 12 a 16 horas en el caso de 

T4 ligasa (la ligación se incubó a 4 °C en heladera durante una noche). Luego de los 

tratamientos con enzimas de restricción se procedió a la inactivación de las mismas 

incubando la mezcla de reacción a la temperatura y tiempo correspondientes para cada 

una de dichas enzimas según las indicaciones del fabricante. 

 

II.3.11 Secuenciación de los fragmentos de ADN 

El ADN fue secuenciado utilizando un analizador ABI3730XL, por encargo en Macrogen 

Inc. (Corea del Sur). 

 

II.3.12 Estrategia general para la obtención de cepas mutantes limpias 

La técnica que describiremos a continuación fue descripta para su uso en rizobios por 

Sukdeo y Charles (2003). Esta técnica permite delecionar un determinado gen de interés 
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sin provocar cambios en el marco de lectura, lo que resulta esencial para el análisis de 

genes que se encuentran formando parte de unidades transcripcionales. 

Como podemos observar en la Figura II.2 el primer paso de esta estrategia consiste en 

diseñar cebadores específicos que hibriden por fuera del gen que deseamos delecionar: 

un par de cebadores que amplifiquen la región río arriba de dicho gen (P1 y P2) para 

llevar a cabo una PCR que denominaremos PCR1, y un segundo par de cebadores que 

amplifiquen la región río abajo (P3 y P4) para realizar una segunda PCR, la PCR2. La 

diferencia de esta estrategia consiste en adicionar al extremo 5´ del cebador Reverse de 

la PCR1 (P2) una secuencia sintética de 21 nucleótidos y en el extremo 5´ del cebador 

Forward de la PCR2 (P3) la secuencia sintética complementaria. A los cebadores P1 y P4 

también puede adicionarse sitios de corte para enzimas de restricción que permitan 

posteriormente un clonado direccionado. 

Figura II.2 Esquema general de la estrategia de clonado utilizada para obtener la construcción que 

permite delecionar un gen de interés sin modificar el marco de lectura. 



Capítulo II                                                                                              Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

67 
 

Una vez que se realizan las PCR1 y PCR2, los fragmentos obtenidos se utilizan en iguales 

concentraciones como molde para llevar a cabo una tercera reacción de PCR (PCR3) 

utilizando los cebadores P1 y P4. Como consecuencia de esta PCR3 se obtiene un 

fragmento final que posee el fragmento río arriba del gen a delecionar unido por la 

secuencia sintética a la región río abajo del mismo. Lo más importante es que la 

presencia de la secuencia de 21nt permite mantener sin modificaciones el marco de 

lectura. El fragmento amplificado mediante la PCR3 se clona (utilizando enzimas de 

restricción seleciondas especialmente para cada gen a delecionar) al vector 

pK18mobSacB (Schafer et al., 1994), un plásmido suicida en rizobios que contiene un 

cassette de resistencia a Km. 

Una vez obtenida y secuenciada la construcción del pK18mobSacB con el fragmento 

amplificado por la PCR3, la misma se introduce por transformación en una cepa E. coli 

S17-1 (Simon et al., 1983) y se moviliza a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una 

conjugación biparental como se describió previamente en los incisos II.2.9 y II.2.10. La 

selección de transconjugantes se lleva a cabo en medio YEM suplementado con Km. 

Aquellas colonias resistentes a Km provenientes del primer evento de recombinación 

contienen el vector pK18mobSacB, y por lo tanto, el gen sacB que codifica para la 

levansucrasa una enzima que en presencia de sacarosa es capaz de generar un 

compuesto tóxico para las bacterias Gram-negativas. Debido a esto, los clones de 

transconjugantes simples seleccionados por resistencia a Km se plaquean en cajas YEM 

que con 10% de sacarosa con el objetivo de inducir la pérdida del plásmido integrado, y 

por ende del gen de interés, mediante una segunda recombinación homóloga.  

Aquellas colonias capaces de crecer en YEM-sacarosa 10% se repican en placas réplicas 

YEM-Cm / YEM-Km. La cepa B. diazoefficiens USDA 110 es resistente a Cm por lo que las 

colonias Kms-Cmr pueden ser el resultado de una doble recombinación que haya 

revertido el genotipo al de la cepa salvaje o de una segunda recombinación que haya 

delecionado el gen de interés. Es por esto la deleción del gen de interés se corrobora 

mediante una PCR con cebadores externos a los sitios de recombinación. 
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II.4 Técnicas utilizadas para el análisis de proteínas 

II.4.1 Obtención de proteínas totales para inmunodetección 

Para los ensayos de inmunodetección las proteínas totales se obtuvieron a partir de 

cultivos de B. diazoefficiens crecidos durante 5 días a 28 C y 180 rpm en el medio que se 

deseaba evaluar (Evans o sus derivados). Para evaluar medios limitados en N (Evans 

glutamato o Evans NH4
+), la muestra se obtuvo a partir de 300 ml de cultivo. Mientras 

que cuando se evaluaron condiciones de exceso de N (Evans o Evans NG) se obtuvo la 

muestra a partir de 35 ml de cultivo. 

En primer lugar, los cultivos se centrifugaron durante 20 minutos a 12.500 x g. Luego, 

los pellets bacterianos se resuspendieron en buffer fosfato (PBS) de manera de obtener 

resuspedidos con una DO500nm= 20-30. Esta DO fue puesta a punto en nuestro 

laboratorio para permitir la correcta lisis bacteriana. 

A 1 ml del resuspendido se le adicionó una mezcla de perlas de vidrio de 0,1 mm (450 

mg) y de 0,5 mm (50 mg) y se lisó mecánicamente utilizando un homogeneizador 

Precellys 24 (Bertin Technologies) a 6.000 x g durante 20 segundos (este procedimiento 

se realizó 3 veces sobre la misma muestra para asegurar la lisis bacteriana). Los lisados 

se centrifugaron 5.000 x g durante 5 minutos en frío (4 °C) y se freezó el sobrenadante 

para realizar ensayos posteriores. 

 

II.4.2 Análisis de proteínas mediante geles de poliacrilamida discontinuos en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

Se empleó la metodología de Laemmli (1970). Los geles de apilamiento se prepararon 

con 5 % de poliacrilamida en Tris -HCl a pH 6,8, mientras que los de separación se 

hicieron con 12,5 % de poliacrilamida en Tris-HCl a pH 8,8. En ambos casos con el 

agregado de SDS y β-mercaptoetanol, para obtener desnaturalizantes y disociantes. Las 

corridas se llevaron a cabo durante 30 a 60 minutos a voltaje constate de 100 o 130 

volts. 
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II.4.3 Tinción de las proteínas 

-Tinción Coomassie Blue R-250: para esta tinción el gel se incubó en solución de tinción 

(0,2 % Coomassie Blue R-250 disuelto en agua bidestilada, metanol, ácido acético 

(45:45:10) por al menos 1 hora. Para la visualización de las bandas el gel se destiñó en 

una solución agua:metanol:ácido acético en proporción 50:40:10. 

-Tinción Coomassie coloidal: en este caso las proteínas del gel se fijaron con una solución 

fijadora (30 % v/v de etanol y 2 % v/v de ácido fosfórico) durante toda la noche. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados durante 30 minutos con agua destilada. Se 

agregó solución de tinción (18 % v/v de metanol, 17 % p/v de (NH4)2SO4 y 2 % v/v de 

ácido fosfórico) y se dejó en agitación durante 1 hora. Luego se agregó 0,5 g.l-1 

Coomassie Blue R-250 en polvo al gel sumergido en la solución de tinción y se agitó 

suavemente por 1-2 días. Finalmente se realizaron lavados con agua destilada. 

 

II.4.4 Cuantificación de proteínas 

Las proteínas que se utilizaron en este trabajo se cuantificaron con el método de 

Bradford (1976), empleando un reactivo comercial (Bio- Rad Protein Assay). Se siguió el 

protocolo del fabricante para la técnica de medida en microplaca y utilizando como 

estándar seroalbúmina bovina (BSA), de concentración 10 mg.ml-1, para confeccionar la 

curva de calibración. Las medidas de absorbancia a 595 nm se realizaron en un lector de 

microplaca Benchmark Plus (BIO-RAD). 

 

II.4.5 Inducción de expresión de la proteína glutamino sintetasa II (GSII) 

Para la expresión de la proteína GSII se creció durante toda una noche un cultivo de E. 

coli BL21 DE3 (pET22b(+)::glnII) (conteniendo el gen glnII que codifica para la enzima 

GSII) en medio LB con Amp a 37 °C. Al día siguiente se hizo una dilución 1:100 del cultivo 

en fase estacionaria en 150 ml de LB sin antibiótico y se dejó crecer 2 horas a 37 °C en 

agitación hasta alcanzar una DO600nm aproximada de 0,6. Luego, se tomó una muestra 

de 1 ml de cultivo sin inducir para ser posteriormente utilizada como control de 
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proteínas totales. Esta fracción se centrifugó a 7.000 x g durante 5 minutos, se descartó 

el sobrenadante y se freezó el pellet bacteriano.  

Al resto del cultivo, se le agregó la cantidad necesaria de IPTG (isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido) 1M para llegar a una concentración de 0,3 mM y se lo dejó 

nuevamente creciendo en agitación a 37 °C.  

Para establecer el tiempo deseado de inducción se tomaron 3 alícuotas del cultivo 

creciendo con IPTG, de 1 ml cada una, a tiempos diferentes: 2hs, 5 hs y 24 hs post 

inducción. Estas alícuotas se centrifugaron a 5.000 x g durante 5 minutos en frío (4 °C). 

Los pellets obtenidos se resuspendieron en 100 μl de Buffer Laemli 1X (con β-mercapto) 

y se hirvieron durante 15 minutos para obtener las proteínas totales, que 

posteriormente se observaron en un gel SDS-PAGE. 

En paralelo, a los mismos tiempos post-inducción, se guardó una fracción de 3 ml del 

cultivo crecido con IPTG para posteriormente determinar la presencia de la proteína de 

interés en la fracción soluble o en la fracción insoluble. Para ello, los 3 ml de cultivo se 

centrifugaron a 5.000 x g durante 5 minutos en frío (4 °C). Los pellets bacterianos 

obtenidos se resuspendieron en 1ml de buffer fosfato (PBS - cantidades por litro de agua 

destilada: KH2PO4 0,43 g, Na2HPO4 1,48 g, NaCl 7,2 g a pH 7,2) y se lisaron 

mecánicamente como se describió en el inciso II.4.1.  

Finalmente, las muestras lisadas se centrifugaron 5.000 x g durante 5 minutos en frío (4 

°C) y se separó el sobrenadante (donde encontraremos la fracción soluble) del pellet 

bacteriano (fracción insoluble). A 300 μl de cada una de las fracciones solubles se le 

adicionó 60 μl de Buffer Laemli 4X (con β-mercapto) y se hirvieron durante 15 min. A la 

par, el pellet bacteriano donde se encontraba la fracción insoluble se resuspendió en 

100 μl de Buffer Laemli 1X (con β-mercapto) y se hirvieron durante 15 min. Estas 

muestras se corrieron en un gel SDS-PAGE para detectar la presencia de la proteína GSII 

en las distintas fracciones. 

Una vez seleccionado el tiempo de inducción, se preparó nuevamente un cultivo de E. 

coli BL21 DE3 (pET22b(+)::glnII) siguiendo las condiciones descriptas previamente para 

obtener la muestra que será purificada como se describe en el inciso II.4.5. Luego, a las 

2 horas post inducción se tomó una muestra de 1 ml de cultivo, se centrifugó a 7.000 x 

g durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y se freezó el pellet bacteriano para 

corroborar posteriormente que la inducción haya sido exitosa. 100 ml del cultivo 
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restante se centrifugaron a 7.000 x g durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y 

se freezó el pellet bacteriano para luego llevar a cabo la purificación de la proteína como 

se describe en el inciso II.4.7.  

Finalmente, los pellets bacterianos provenientes de 1 ml de cultivo sin inducir y de 1 ml 

del cultivo de 2 horas post-inducción se resuspendieron en 100 μl de Buffer Laemli 1X 

(con β-mercapto) y se hirvieron durante 15 min. Estas muestras se corrieron en un gel 

SDS-PAGE para corroborar que la inducción de la proteína GSII se haya llevado a cabo. 

 

II.4.6 Identificación de la proteína GSII por MALDI-TOF (matrix-assisted laser 

desorption/ionization time of flight mass spectrometer) 

Una vez confirmada la inducción de la expresión de la proteína GSII, se corrió un gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se lo coloreó con la tinción Coomasie 

coloidal. Posteriormente, se cortó un taquito de un gel correspondiente a la posición 

donde se encontraba dicha proteína y se envió la muestra para ser analizada por el 

servicio brindado por el Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de 

Masa MALDI-TOF (CEQUIBIEM).  

Para estimar la posición de la proteína se corrió en el mismo gel de poliacrilamida la 

muestra de interés y una alícuota de flagelinas de B. diazoefficiens USDA 110 purificadas 

siguiendo el protocolo descripto por Althabegoiti y col. (2011).  

B. diazoefficiens tiene dos sistemas de flagelos, uno fino constituido por flagelinas de 33 

kDa y otro grueso constituido por flagelinas de 65 kDa (Kanbe et al., 2007; Althabegoiti 

et al., 2008). Estas flagelinas se utilizaron como patrón de peso molecular ya que el 

tamaño de la proteína GSII con la etiqueta de histidina es de 36 kDa, similar al tamaño 

de las flagelinas que componen el flagelo fino (33 kDa).  

 

II.4.7 Purificación de la proteína GSII en cultivo Batch 

La purificación de la proteína GSII se llevó a cabo gracias a la fusión de dicha proteína 

con la etiqueta His-Tag utilizando la resina de afinidad Ni-NTA (Nikel-nitrilotriacetic acid 

– Invitrogen). El protocolo utilizado se basó en el descripto en “The QIAexpressionist” 

(2003) para cultivos en batch en condiciones desnaturalizantes con algunas 

modificaciones. 



Capítulo II                                                                                              Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

72 
 

En primer lugar, se resuspendió el pellet proveniente de 50 ml de cultivo con 2 horas de 

inducción (obtenido como se describió previamente en inciso II.4.5) en 4 ml de Buffer 

de Lisis (NaH2PO4 100 mM – Tris 10 mM – urea 8 M Imidazol 5 mM) previamente 

equilibrado a 37 °C, y se le adicionó 1 mM del inhibidor de proteasa fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF). 

Posteriormente, las bacterias se lisaron mecánicamente con perlitas de sílice utilizando 

un homogeneizador Precellys 24 (Bertin Technologies). Los lisados se centrifugaron a 

7.000 x g durante 5 minutos y el sobrenadante obtenido se puso en contacto con 1 ml 

de resina de afinidad Ni-NTA previamente lavada con agua bidestilada y equilibrada con 

Buffer de Lisis. El sobrenadante y la resina se dejaron en agitación durante 1-2 horas a 

temperatura ambiente.  

Una vez transcurrido el tiempo deseado se dejó precipitar la resina por gravedad y se 

freezó el sobrenadante. La resina con la proteína adherida se lavó 3 veces durante 15 

minutos en agitación con 4 ml de Buffer de Lavado con concentraciones crecientes de 

Imidazol (NaH2PO4 50 mM – NaCl 300 mM – Imidazol 5 mM/10 mM/20 mM). Entre cada 

lavado se dejó decantar la resina y suavemente se retiró el sobrenadante para 

posteriormente freezarlo. 

La elución de la proteína se llevó a cabo utilizando Buffer de Elución Nativo con 

concentraciones crecientes de Imidazol (NaH2PO4 50 mM – NaCl 300 mM – 50 mM/ 100 

mM/ 250 mM). En cada elución se pusieron en contacto 1 ml del Buffer de Elución con 

la resina y se lo dejó durante 15 minutos en agitación a temperatura ambiente. 

Nuevamente, entre cada paso se dejó decantar la resina y suavemente se retiró el 

sobrenadante para freezarlo. 

Como control de la purificación se corrió en un gel de SDS-PAGE una muestra sin inducir, 

una de la proteína 2 horas post-inducción y las distintas fracciones de lavado y de 

elución. De esta manera se obtuvo la mayor parte de la proteína purificada en la última 

fracción eluída. 

Por último, se llevó a cabo la diálisis de la última fracción de elución utilizando una 

membrana de celulosa (MEMBRA-CEL MC18 X 100 CLR, Viskase Companies, USA) contra 

buffer fosfato (PBS). 1 ml de la proteína eluída se puso en contacto con 100 ml de PBS y 

se lo dejó en agitación suave durante 3 horas a 4 °C. Se realizaron 2 cambios de buffer 



Capítulo II                                                                                              Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

73 
 

fosfatos dejando el último cambio en contacto durante toda una noche manteniendo la 

agitación suave a 4 °C. 

 

II.4.8 Obtención de anticuerpo anti GSII 

Para obtener el antisuero reactivo frente a la proteína GSII se inmunizaron, mediante 

inyección intraperitoneal, 2 ratones con 3-4 μg de proteína utilizando adyuvante de 

Freund. Se realizaron dos inmunizaciones más sin adyuvante con intervalos de 14 días, 

después de las cuales los ratones fueron sangrados a blanco y se obtuvo el suero de los 

mismos. Este servicio fue llevado a cabo por el laboratorio VacSal de la Facultad de 

Ciencias Exactas, UNLP. 

 

II.4.9 Inmunodetección  

Las muestras de proteínas a evaluar por inmunodetección se obtuvieron como se 

describe en el inciso II.4.1, y en primer lugar fueron sometidas a una corrida 

electroforética. Luego, fueron transferidas a una membrana de difluoruro de 

olivinildieno (PVDF) (Immobilon, Millipore) utilizando el equipo Mini Trans-Blot transfer 

Cell (BioRad) según las indicaciones del fabricante. Las membranas transferidas fueron 

bloqueadas durante 1 hora con las proteínas de leche descremada 5 % p/v en buffer 

PBS. Seguidamente la membrana se trató con el primer anticuerpo en una dilución 1:500 

en buffer PBS - leche 5 % p/v. La membrana con el anticuerpo se incubó durante una 

noche a 4 °C y con agitación suave. Se retiró la solución con el anticuerpo y se realizaron 

3 lavados con buffer PBS- leche 5 % p/v. Luego se agregó el segundo anticuerpo 

específico para IgG-HRP de ratón conjugado con peroxidasa, disuelto en PBS - leche 5 % 

p/v en una dilución 1:1000, y se incubó durante 2-3 horas a temperatura ambiente con 

agitación suave. Se retiró la solución del segundo anticuerpo y se realizaron tres lavados 

con PBS - Tween 0,1 %. Finalmente, en el momento del revelado se preparó una solución 

A (500 μl Tris – HCl 1M pH 8,5, 52 μl H2O2 30 %, y agua bidestilada hasta llegar a un 

volumen final de 5 ml) y una solución B (500 μl Tris – HCl 1M pH 8,5, 50 μl de luminol 

250 mM en dimetilsulfóxido (DMSO), ácido p-coumárico 90 mM en DMSO, en un 

volumen final de 5 ml). Las soluciones A y B se mezclaron y la membrana se sumergió en 
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la solución resultante. El revelado se llevó a cabo en un adquisidor de imágenes 

EpiChemi3 Darkroom (UVP). 

 

II.5 Ensayos bioquímicos 

II.5.1 Medida de actividad glutamino sintetasa (GS) 

Para llevar a cabo la medida de la actividad enzimática GS se utilizaron cultivos 

bacterianos en fase exponencial tardía (5 días de crecimiento). Cuando se realizaron las 

medidas de la actividad GS de cultivos en medios limitados en N éstos se centrifugaron 

durante 30 minutos a 12.500 x g y el pellet obtenido se lavó con NaCl 1 mM para remover 

el exopolisacárido producido por las bacterias. Posteriormente los pellets limpios se 

resuspendieron en el mismo volumen del medio original estéril.  

Los cultivos fueron permeabilizados durante 5 minutos a 28 °C y 180 rpm con bromuro 

de hexadecil-trimetilamonio (CTAB) 1 mg.ml-1 y posteriormente las células se 

recuperaron por centrifugación. Las bacterias se resuspendieron en una solución de KCl 

al 1 % de manera de obtener una relación DO del cultivo inicial/volumen del pellet 

resuspendido mayor a 0,65. Esta relación fue previamente optimizada en nuestro 

laboratorio, donde se vió que a valores mayores de 0,65 la reacción enzimática puede 

ser detectada correctamente.  

Los pellets resuspendidos fueron utilizados como muestra para los dos métodos de 

determinación enzimática que se describen a continuación: 

 

II.5.1.a Ensayo -glutamiltransferasa 

La actividad enzimática se midió mediante la reacción -glutamil transferasa (Bender et 

al, 1977). La mezcla de reacción contenía: glutamina 20 mM, imidazol-HCl 135 mM (pH 

7,15), hidroxilamina-HCl 18 mM, MnCl2 0,27 mM, K3ASO4 25 mM (pH 7,15), ADP 0,36 

mM y CTAB 0,1 mg.ml-1. La mezcla de reacción se ajustó a pH 7,55 con NaOH.  

450 μl de la mezcla de reacción se pusieron en contacto con 50 μl de la muestra 

(obtenida como se describió anteriormente en el inciso II.5.1) y 50 μl de glutamina 0,2M 

y se incubó a 37 °C durante 15 minutos para aquellas muestras provenientes de medios 

con exceso de N (Evans, Evans N y Evans Bajo C) o durante 30-45 minutos para aquellas 
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muestras provenientes de medios con limitación de N (Evans glutamato, Evans Bajo N o 

Evans NH4
+). 

La reacción se detuvo mediante el agregado de una solución que contenía FeCl3.6H20 55 

g.l-1, ácido tricloroacético 20 g.l-1 y HC1 8 g.l-1. Luego se midió la absorbancia a 540 nm y 

se calculó la cantidad de -glutamil hidroxamato presente sabiendo que 1 μmol de 

glutamil hidroxamato da 0,532 unidades de absorbancia. La unidad de actividad 

específica GS se definió como la cantidad de enzima que produce 1 μmol de -glutamil 

hidroxamato por minuto por mg de proteínas totales.  

 

II.5.1.b Ensayo Biosintético 

La mezcla de reacción para el ensayo biosintético fue modificada de la descripta por 

Shapiro y Stadtman (1970) y consistió en: 100 mM imidazol-HCl (pH 7,15), 100 mM 

MgCl2.6H2O, 100 mM glutamato de sodio, 100 mM NH4Cl y 20 mM de ATP. La reacción 

se inició agregando 80 μl de la muestra de cultivo bacteriano a 80 μl de la mezcla de 

reacción y se incubó de 15 a 20 minutos a 37 °C. La reacción se detuvo agregando 640 

μl de una solución de FeSO4 – 7,5 mM H2SO4 y 60 μl de (NH4)2MoO4.4H2O 6,6 % - H2SO4 

3,75 M. Las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 16.000 x g y se midió la 

absorbancia a 660nm. La actividad GS se expresó como Abs660nm por minuto por mg de 

proteínas totales. 

Para la obtención de proteínas totales utilizadas para relativizar ambos ensayos de 

actividad enzimática GS, se procedió a la lisis bacteriana de manera mecánica como se 

describe en el inciso II.4.1 pero a partir de la muestra con la que se llevan a cabo las 

determinaciones enzimáticas. 

 

II.5.2 Cuantificación de amonio en sobrenadantes de cultivos de B. diazoefficiens  

La detección de NH4
+ se llevó a cabo siguiendo el método del Indofenol que es el método 

de Berthelot (Solorzano, 1969). Las soluciones stock se prepararon como se describe a 

continuación:  

-Solución fenólica: 5,55 ml de fenol saturado en agua en 44,45 ml de etanol 96°.  

-Nitroprusiato de sodio: 0,25 g of Na2HPO4.7H2O en 50 ml de agua bidestilada. 



Capítulo II                                                                                              Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

76 
 

-Citrato alcalino: 10 g de citrate trisodico y 0,5 g de NaOH en 50 ml de agua bidestilada.  

-Solución oxidativa: 2 ml de lavandina comercial (NaClO 55 g.l-1) en 48 ml of la solución 

de citrato alcalino. 

-Solución estándar NH4Cl 50 mM: 0,26745 g de NH4Cl en 100 ml de agua bidestilada. 

Brevemente, se partió de 10 ml de cultivo de cada una de las cepas de B. diazoefficiens 

a evaluar, los cuales fueron crecidos a 28 °C y a 180 rpm durante 2 días (para evaluar el 

fenotipo en fase exponencial temprana de crecimiento), 5 días (fase exponencial tardía) 

ó 10 días (en fase estacionaria). Los cultivos se centrifugaron a 16.000 x g durante 10 

minutos, se guardaron los pellets bacterianos para cuantificar proteínas totales y se 

separó 1 ml de cada uno de los sobrenadantes para realizar las determinaciones. Cuando 

fue necesario se realizaron diluciones de dichos sobrenadantes para realizar las 

medidas. El ensayo se realizó sobre 200 μl de sobrenadante con 200 μl de la solución 

fenólica, 200 μl de la solución de nitroprusiato de sodio y 400 μl de solución oxidativa. 

La mezcla se incubó durante 30 min a 37 °C y posteriormente se midió la absorbancia a 

660nm. 

La solución estándar de NH4Cl 50 mM se diluyó para obtener soluciones de 25 μM, 50 

μM, 100 μM, 150 μM y 200 μM y se procedió con la curva de calibración igual a lo 

descripto anteriormente para los sobrenadantes. Los resultados obtenidos se 

expresaron como Abs660nm por mg de proteína total. 

Las proteínas totales utilizadas para relativizar los datos se obtuvieron mecánicamente 

como se describe en el inciso II.4.1 a partir del pellet bacteriano obtenido al centrifugar 

los cultivos iniciales. 

II.6 Ensayos de plantas 

II.6.1 Variedad de Plantas utilizadas 

Se trabajó con semillas de Glycine max (L.) Merr. (soja), variedad Don Mario 4615. 

 

II.6.2 Desinfección superficial y germinación de semillas de soja 

Las semillas de soja se lavaron durante unos segundos con alcohol 96 % v/v y luego 

fueron inmersas en una solución de lavandina comercial diluida al 20 % v/v durante 10 
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minutos, con agitación manual. Posteriormente, se descartó la solución y se lavaron al 

menos siete veces con agua destilada estéril, de forma tal de eliminar el remanente de 

lavandina. Una vez esterilizadas, las semillas fueron germinadas sobre una superficie de 

agar-agua al 1,5 % p/v durante 4 días, en estufa a 28 °C y en oscuridad. 

 

II.6.3 Ensayos de nodulación y determinación de peso seco de plantas 

Para los ensayos de plantas se utilizó como sustrato una mezcla de perlita y arena en 

proporción 3:2, la cual fue esterilizada durante 20 minutos a 121 °C en autoclave. 1 ml 

de una suspensión de rizobios de una concentración de aproximadamente 106 

bacterias.ml-1 en 50 ml de Fåhraeus, se puso en contacto con plántulas de soja de cuatro 

días de crecimiento. La suspensión provenía de cultivos de cepas de B. diazoefficiens que 

crecieron en medio Evans líquido hasta fase logarítmica (DO500 aproximada de 0,5) en 

agitador rotatorio a 180 rpm. Posteriormente se diluyeron 1:100 en Evans Bajo N y se 

crecieron durante 6 días en dicho medio a 180 rpm.  

Para evaluar el peso seco de la parte aérea de las plantas (método indirecto de 

cuantificación de fijación de N2) se inocularon 10 plantas de cada condición (cepa 

salvaje, cepas mutantes o Fåhraeus como control negativo) y se crecieron durante 60 

días en invernáculo donde permanecieron con una temperatura diurna de 30 °C y una 

nocturna de 14 °C, y un fotoperíodo de 14 horas. 

La parte aérea (tallo y hoja) de cada planta se dispuso por separado en una bolsa de 

papel madera y se dejó secar durante 20 días a 60 °C. Posteriormente se registró el peso 

individual de las mismas en una balanza analítica de precisión de ± 1 mg.  

Para evaluar los ensayos de nodulación y cuantificación de ureídos en hojas (método 

indirecto de cuantificación de fijación de N2), se procedió de la misma manera descripta 

anteriormente pero en este caso se inocularon 7 plantas por cepa a evaluar. Las plantas 

se crecieron durante 28 días en cámara de plantas con una temperatura diurna de 26 °C 

y una nocturna de 20 °C, y un fotoperíodo de 14 horas. Posteriormente se registró la 

cantidad de nódulos por planta y se los dejó secar durante 20 días a 60 °C para luego 

medir el peso seco de los mismos. La parte aérea de las mismas también se dejó secar 

en las mismas condiciones para luego ensayar la cuantificación de ureídos como se 

describe en el inciso II.6.4. 
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Las plantas se regaron con 500 ml de agua destilada estéril cada 4 días y cada 15 días se 

procedió a regar con solución de Fåhraeus. 

El análisis estadístico del peso seco de parte aérea, número de nódulos y peso seco de 

nódulos se llevó a cabo mediante un análisis de varianza (ANOVA) con p<0,01. 

 

II.6.4 Determinación de ureídos – alantoína en microplaca 

La determinación de ureídos se llevó a cabo como una medida indirecta de la fijación de 

N2 (Castro y Acuña, 1992; Grageda-Cabrera et al., 2003). Para ello, se utilizó la técnica 

colorimétrica descripta por Vogeles (1970) con algunas modificaciones. 

En primer lugar, se pesaron con balanza analítica de precisión (± 1 mg) entre 5 y 10 mg 

de masa vegetal seca provenientes de plantas de 21 días registrando el valor individual 

que correspondía a cada planta. A esa masa vegetal se le agregó 1 ml de NaOH 0,2 N. Se 

calentó durante 30 minutos a 100 °C. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 

8.500 x g y se guardaron a -20 °C durante toda la noche.  

Al día siguiente las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 16.000 x g. El 

sobrenadante obtenido se filtró con un filtro Millipore de 0,22 μm. 150 μl de este 

sobrenadante se mezclaron con 150 μl de agua bidestilada y 150 μl de NaOH 0,35 N. La 

mezcla se calentó durante 10 minutos a 100 °C y se dejó enfriar en hielo. Cuando la 

muestra estaba fría se añadió 150 μl de HCl 1N y se calentó 5 minutos a 100 °C. 

Para la preparación de la curva patrón se prepararon soluciones stock con 

concentraciones crecientes de alantoína (0; 0,01; 0,05; 0,10; 0,16; 0,20; 0,25; 0,30; 0,40; 

0,50 mM). A 300 μl de cada una de ellas se le añadieron 150 μl de NaOH 0,35 N. Se 

calentó durante 10 minutos a 100 °C y se dejó enfriar en hielo. Cuando la muestra estuvo 

fría se añadió 150 μl de HCl 1 N y se calentó 5 minutos a 100 °C. 

Finalmente, la detección del compuesto coloreado se realizó en microplaca. Para ello, 

se añadió en diferentes pocillos, 100 μl de cada muestra vegetal y de cada concentración 

de la curva patrón. Se agregó 20 μl de Buffer Fosfato 0,4 M pH 7,0 (K2HPO4 0,245 M y 

KH2PO4 0,156 M). Después se agregó 20 μl de Fenilhidracina 0,03 M y 20 μl de 

Ferricianuro Potásico 4,5 mM. Por último, se añadió 100 μl de HCl 37 % previamente 

enfriado. Se incubó 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y se midió la 

absorbancia a 540 nm en un lector de microplaca Benchmark Plus (BIO-RAD). La cantidad 
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de ureídos presentes en la muestra se calculó en base a la curva patrón y se expresó 

como mM de alantoína por g de planta. 

 

II.7 Microscopía 

II.7.1 Microscopía óptica 

Los nódulos provenientes de plantas crecidas durante 28 días se cortaron por la mitad y 

se fijaron en glutaraldehído al 2 % en buffer fosfatos (pH 7,2-7,4) durante 2 horas a 4 °C. 

Posteriormente se deshidrataron en una serie creciente de etanol (25, 50, 75 y 96 %) y 

se incluyeron en resina epoxi. Los cortes semifinos obtenidos fueron teñidos con azul de 

toluidina y observados en un microscopio Nikon Eclipse E200 por contraste de fase en 

luz visible.  

 

II.7.2 Microscopía electrónica de transmisión (MET) 

A los nódulos cortados por la mitad y fijados con glutaraldehído se les realizó una fijación 

secundaria con tetróxido de osmio 1 % p/v durante una hora a 4 °C y posteriormente se 

deshidrataron en una serie creciente de etanol (25, 50, 75 y 96 %) y se incluyeron en 

resina epoxi. Los cortes ultrafinos (70 nm) se realizaron con un ultramicrótomo 

SuperNova Reichert- J, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se 

examinaron en un microscopio electrónico de transmisión JEM 1200 EX II (JEOL), 

ubicado en el Servicio Central de Microscopía de la Facultad de Ciencias Veterinarias, 

UNLP. 

 

II.8 Análisis bioinformáticos y análisis estadísticos 

II.8.1 Bases de datos y programas utilizados para los análisis bioinformáticos 

Para el análisis del contexto genético de nuestros genes de interés se recurrió al uso de 

las bases de datos de acceso público como PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) o 

MicrobesOnline (www.microbesonline.org), donde se encuentra anotado el genoma 

completo de B. diazoefficiens USDA 110 (Kaneko et al., 2002). A partir de la secuencia 
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de interés encontrada se utilizaron varias herramientas informáticas online con el fin de 

llevar a cabo un análisis más profundo de las secuencias de interés. 

La herramienta Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se usó para 

el diseño de cebadores específicos para ciertas regiones dentro del genoma de B. 

diazoefficiens USDA 110. 

Cuando fue necesario obtener la reversa complementaria de alguna secuencia, la 

herramienta utilizada fue Sequence Manipulation Suite: Reverse Complement 

(www.reverse-complement.com). 

Los plásmidos utilizados y las distintas construcciones obtenidas se analizaron mediante 

el uso del programa NTI Vector10. Estos análisis nos permitieron predecir las posibles 

orientaciones del fragmento de interés luego de su clonado en los vectores, la 

disposición de los cebadores en cada caso y los posibles fragmentos liberados por 

restricción, así como los tamaños de amplificación de diversas combinaciones de 

cebadores. 

Para identificar sitios específicos de secuencias proteicas se utilizó el servidor 

ScanProsite (www.prosite.expasy.org/scanprosite) y el alineamiento de secuencias se 

realizó mediante el programa ClustalO online (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). 

Con el objetivo de comparar los porcentajes de identidad entre secuencias de proteínas 

o de ADN se utilizó el programa BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) dentro de 

la base de datos PubMed. 

Para el estudio de los dominios de las proteínas se utilizó el programa Pfam 

(www.pfam.xfam.org/search/sequence) y en el caso de la construcción de modelados 

de proteínas se utilizó el servidor Phyre2 (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2). 

Y finalmente, el análisis filogenético se llevó a cabo utilizando el programa MEGA6. 

 

II.8.2. Análisis estadísticos 

El análisis de los datos provenientes de las medidas de actividad enzimática GS, de la 

cuantificación de NH4
+ en sobrenadantes y de los ensayos de fijación de N2 y nodulación 

se realizó mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para establecer entre qué medias 

existían diferencias significativas se utilizó el test de Tukey. Estos análisis se realizaron 

utilizando el programa GraphPad Prism 6. 
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Introducción 

Las condiciones ambientales fluctuantes a las que deben enfrentarse los rizobios en los 

suelos agrícolas son factores críticos para la persistencia y supervivencia de los mismos 

en vida libre (Abd-Alla, 2014). Debido a esto, al igual que los demás microorganismos 

del suelo, los rizobios han desarrollado diversos sistemas metabólicos que le permiten 

subsistir en estas condiciones adversas tales como sistemas de captación de sustratos 

con alta afinidad, enzimas expresadas diferencialmente y una amplia variedad de 

mecanismos de control metabólico (Humbeck et al., 1985; Graham et al., 1992; Fujihara 

y Yoneyama, 1993; Tatè et al, 1998; Duzan et al., 2006; Kajić et al., 2016). Un ejemplo 

de estos sistemas es la cascada de respuesta al estrés por nitrógeno (NSR).  

El N se encuentra presente en el interior celular en una amplia variedad de metabolitos 

y macromoléculas. Las bacterias lo pueden asimilar a partir de fuentes inorgánicas u 

orgánicas dependiendo de las vías metabólicas que posea cada microorganismo. En 

particular, los rizobios en vida libre pueden asimilar como fuentes de N aminoácidos, 

NO3
– y NH4

+, siendo este último el nutriente nitrogenado preferido (Reitzer, 2003; Leigh 

et al., 2007). De todas maneras, independientemente de la fuente de N utilizada, las 

bacterias poseen sistemas específicos que regulan su asimilación con el objetivo de 

optimizar el crecimiento y la supervivencia de la bacteria.  

Como describimos en el Capítulo I, la NSR resulta de vital importancia para regular los 

niveles de α-cetoglutarato y glutamina intracelulares (Ninfa et al., 1995). Cuando esta 

relación α-cetoglutarato/ glutamina (que representa la relación C/N intracelular) es alta, 

señal de la limitación de N, la NSR se activa con el fin último de inducir un aumento de 

la asimilación de NH4
+ que restablezca los niveles intracelulares de glutamina (Ninfa y 

Atkinson, 2000; Arcondéguy et al., 2001; Leigh et al., 2007). 

Por el contrario, cuando la relación α-cetoglutarato/ glutamina es baja, producto de una 

disponibilidad de N suficiente, la activación de esta cascada de respuesta al estrés por N 

no es necesaria y el sistema se mantiene con una función basal para mantener los niveles 

de estos metabolitos (Arcondéguy et al., 1996; Ninfa y Atkinson, 2000; Arcondéguy et 

al., 2001; Leigh et al., 2007). 

La NSR ha sido ampliamente estudiada en enterobacterias (Reitzer, 2003; Leigh et al., 

2007; van Heeswijk et al., 2013). Sin embargo, pocos trabajos hacen referencia a dicha 
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cascada de señalización en rizobios (Amar et al., 1994; Schluter et al., 2000; Arcondéguy 

et al., 2001; Yurgel et al., 2008; Yurgel et al., 2010; Yurgel et al., 2011; Yurgel et al., 2012; 

Franck et al., 2015). 

Teniendo en cuenta que el principal objetivo del presente trabajo de Tesis es estudiar la 

regulación del metabolismo del N en B. diazoefficiens y dilucidar cuáles son las 

principales proteínas que intervienen en la cascada de respuesta al estrés por N, en 

primera instancia fue necesario encontrar medios de cultivo que nos permitieran 

evaluar condiciones de escasez y condiciones de exceso de N. 

A lo largo de este capítulo mostraremos la caracterización fenotípica de la cepa B. 

diazoefficiens USDA 110 en diversas formulaciones del medio Evans mediante la 

determinación de cinéticas de crecimiento, la medida de los niveles relativos de 

transcriptos de glnII (que codifica para GSII) y ensayos de actividad enzimática GS. 

Finalmente, desarrollaremos la caracterización de nuestra cepa de interés en los medios 

de cultivo seleccionados para verificar que los mismos cumplan con los requisitos de 

limitación/exceso de la fuente nitrogenada. 

 

III.1 Análisis de medios de cultivo 

En primer lugar, es importante resaltar que en las diferentes formulaciones que 

describiremos a lo largo de todo este trabajo de Tesis, vamos a definir a la relación C/N 

de los medios de cultivo como los g totales de C aportados por la fuente de C en relación 

a los g de N aportados por la fuente nitrogenada. Otra cuestión importante a tener en 

cuenta es que los ensayos fueron realizados en sistemas de cultivos batch, con los que 

se pretendió simular situaciones de estrés que pueden encontrar las bacterias en el 

suelo agrícola. Sin embargo, debemos tener presente que este enfoque se aleja un poco 

de las situaciones que normalmente los rizobios encuentran en un suelo escaso de 

nutrientes y en un ambiente con condiciones no controladas. No obstante, si bien en 

todo cultivo batch la limitación de los nutrientes es estequiométrica y por lo tanto los 

microorganismos detienen su crecimiento cuando se les acaba el sustrato limitante, 

muchas bacterias pueden detectar esa limitación aún durante su crecimiento 

exponencial y hacerse más eficientes en metabolizar ese sustrato. Un sistema de cultivo 
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continuo, en el cual la limitación es cinética y el microrganismo está condicionado 

continuamente a esa condición de crecimiento, sería el sistema ideal para el estudio de 

la NSR. 

Para comenzar con la selección de estos medios de cultivo decidimos evaluar, a través 

de la cinética de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110, dos variantes del medio 

Evans (Evans, 1970) que habían sido formuladas previamente en nuestro laboratorio. 

Uno de los medios de cultivo poseía una escasez extrema de la fuente de N, es decir con 

una relación C/N elevada (C/N=3.333), conteniendo 0,0014 g.l-1 de NH4Cl y 12 g.l-1 de 

manitol denominado Evans Bajo N. El otro medio, formulado con exceso de N, 

denominado Evans Bajo C, poseía una relación C/N baja (C/N=1,4), conteniendo 1,07 g.l-

1 de NH4Cl y 1 g.l-1 de manitol. Además, cabe resaltar que las cantidades de NH4Cl (1,07 

g.l-1) y de manitol (10 g.l-1) que contiene el medio Evans hace que el mismo se encuentre 

balanceado en N y C, es decir, no se encuentra limitado en ninguno de estos nutrientes, 

y presenta una relación C/N intermedia (C/N=14).  

La diferencia de disponibilidad de nutrientes de estos medios ensayados se puede 

observar al analizar el crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110. Para llevar a cabo la 

determinación de las curvas de crecimiento se cultivó la cepa en estudio en los medios 

Evans, Evans Bajo N y Evans Bajo C como se detalla en el Capítulo II.2.5 y se mantuvieron 

a 28 °C y 180 rpm durante 9 días. La biomasa total se determinó diariamente mediante 

la medida de la densidad óptica DO500nm. Como se observa en la Figura III.1 existe una 

marcada diferencia en la cinética de crecimiento y en los parámetros calculados, 

sobretodo en la biomasa final alcanzada en cada uno de los medios evaluados.  

En particular, la utilización del medio Evans Bajo N sólo nos permite alcanzar un 

crecimiento bacteriano con una DO500nm final de 0,3, mientras que en el medio Evans 

Bajo C se alcanza una biomasa final de DO500nm= 2 y finalmente el cultivo en medio Evans 

permite alcanzar una DO500nm de 6,5. Incluso, como podemos observar en la Tabla III.1 

el tiempo de duplicación de B. diazoefficiens USDA 110 en el medio Evans Bajo N es de 

47,60 horas demostrando la escasez drástica de N del medio, y por lo tanto 

probablemente una limitación de este nutriente en el crecimiento bacteriano. 
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Por otra parte, en el medio Evans Bajo C el tiempo de duplicación de la cepa resultó 

similar al obtenido en el medio Evans y fue aproximadamente de 17 horas. Sin embargo, 

la biomasa final alcanzada en este medio fue significativamente menor, indicando que 

Evans Bajo C se limita en C mucho antes que se limite el medio de Evans en este 

nutriente. 

 

 

 

Además de la determinación de las cinéticas de crecimiento, para evaluar si un cultivo 

se encuentra creciendo en un medio limitado en N, comúnmente también se evalúa los 

niveles de transcripto del gen glnII, gen que codifica para la enzima glutamino sintetasa 

Figura III.1 Cinéticas de crecimiento de 

B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con 

agitación a 180 rpm en los medios Evans 

(), Evans Bajo C () y Evans Bajo N 

(). Los resultados muestran la biomasa 

estimada por densidad óptica a 500nm 

(DO500nm) a lo largo del tiempo (días). 

Los datos corresponden al promedio y la 

desviación estándar de dos réplicas 

biológicas independientes. La ausencia 

de barras de error indica que la 

desviación fue menor que el tamaño del 

símbolo utilizado. Para una mejor 

visualización de los resultados el eje Y se 

presenta en escala logarítmica. 

Tabla III.1 Parámetros cinéticos de B. diazoefficiens USDA 110 cultivado en los medios Evans, Evans 

Bajo N y Evans Bajo C. En la tabla se muestran los valores de la velocidad específica de crecimiento 

 (horas-1), tiempo de duplicación g (horas) y cosecha máxima (DO500nm) de la cepa en los medios 

mencionados. Los valores fueron calculados a partir de los datos obtenidos para las cinéticas de 

crecimiento (DO500nm) que se muestran en la Figura III.1 y representan el promedio y la desviación 

estándar de dos ensayos biológicos independientes. 
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II (GSII), la cual, como mencionamos anteriormente en la Introducción de esta Tesis, se 

expresa bajo condiciones de inanición de N (Fuchs et al., 1980; Darrow et al., 1981). En 

base a esto, al analizar la expresión de dicho gen podríamos asociar un incremento en 

los niveles de transcripto de glnII a la presencia de un medio limitado en N. Por otra 

parte, teniendo en cuenta que hasta el momento no se han reportado regulaciones post-

transcripcionales de este gen en B. diazoefficiens USDA 110, también podría utilizarse 

como referencia de la limitación de N la presencia de dicha enzima. A este respecto, 

análisis de perfiles proteicos de B. diazoefficiens llevados a cabo por la Dra. López García 

antes del inicio de esta Tesis Doctoral, indicaban la presencia diferencial de la proteína 

GSII en cultivos crecidos en Evans Bajo N y la ausencia de la misma en aquellos cultivos 

crecidos en Evans Bajo C (datos no mostrados). Estos resultados confirman nuevamente 

que el medio Evans Bajo N se encuentra limitado en N de manera tal que induce la 

activación de la cascada NSR de B. diazoefficiens y la expresión de GSII. Lo contrario 

ocurre cuando esta cepa se cultiva en medio Evans Bajo C y por eso no se observa la 

proteína GSII. 

Otra característica que puede ser utilizada para detectar que los cultivos están frente a 

una limitación de N es la presencia de polisacáridos extracelulares (PSE) que son 

sintetizados en condiciones de exceso de C y que vuelven los cultivos más viscosos y 

mucosos. Estos polisacáridos no cumplen funciones como compuestos de reserva ya que 

no son metabolizables por los rizobios y se clasifican en exopolisacáridos (EPS) y 

polisacárido capsular (CPS) (Zevenhuizen, 1981). En B. diazoefficiens estos dos 

polisacáridos superficiales poseen idéntica estructura (Mort y Bauer, 1982; Quelas et al., 

2006) pero difieren en su localización, los EPS se excretan al medio extracelular como 

una sustancia viscosa mientras que los CPS se encuentran unidos a la membrana externa 

de la bacteria. En B. diazoefficiens ya se ha reportado que en situaciones de exceso de 

C, utilizando manitol como única fuente de C y bajo condiciones de inanición de N, los 

rizobios acumulan polisacáridos extracelulares en el medio de cultivo (López García et 

al., 2001; Quelas et al., 2006). 

En nuestras condiciones, al centrifugar cultivos de B. diazoefficiens crecidos durante 7 

días en el medio Evans Bajo N es posible detectar a simple vista una gran cantidad de 

polisacáridos, de textura mucosa, fuertemente adheridos a los pellets bacterianos. Sin 

embargo, estos compuestos no son observados, o están presentes en muy poca 
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cantidad, a partir de cultivos crecidos utilizando los medios Evans o Evans Bajo C (Figura 

III.2).  

 

 

Estas observaciones son coincidentes con otras ya obtenidas en nuestro grupo de 

trabajo, en las cuales la cuantificación de polisacáridos extracelulares por el método de 

Antrona (Tabla III.2) mostró la mayor cantidad de EPS producida por la cepa B. 

diazoefficiens en el medio Evans Bajo N (López-García et al., datos no publicados). 

 

 

Lamentablemente, cuando intentamos realizar el análisis de los niveles de transcriptos 

en la condición de inanición de N utilizando el medio Evans Bajo N, encontramos que 

Figura III.2 Fotografías de los pellets bacterianos obtenidos de cultivos de B. diazoefficiens USDA 

110 en los medios de Evans y Evans Bajo N. 30 ml de cada uno de los cultivos fueron centrifugados 

a 16.000 x g luego de 7 días de crecimiento (fase estacionaria).  

Tabla III.2. Contenido de polisacáridos extracelulares en B. diazoefficiens USDA 110 expresados 

por mg de proteína celular en cultivos de 5 días, en medios con diferentes contenidos de la fuente 

de N (López-García et al., datos no publicados). 
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estos polisacáridos que sirvieron de indicio de escasez de N, se encontraban tan 

adheridos a los pellets bacterianos que dificultaban la obtención de un ARN bacteriano 

óptimo. A pesar de modificar múltiples variables en la preparación de las muestras de 

ARN no pudimos obtener una buena calidad de las mismas. En este sentido, en algunas 

ocasiones antes de llevar a cabo la extracción de ARN los cultivos se centrifugaron a 

16.000 x g durante 30 minutos y los pellets bacterianos (junto con los polisacáridos 

adheridos) se resuspendieron en NaCl 1 M y se los mantuvo en frío, con agitación suave, 

para favorecer el desprendimiento de los polisacáridos. Sin embargo, luego de la 

extracción de ARN las muestras obtenidas presentaban más impurezas que en los casos 

donde no se utilizaba el lavado con NaCl. 

En otros intentos, una vez centrifugados los cultivos se procedió a eliminar los 

polisacáridos de manera manual, con pipeta. Esta técnica eliminaba también gran parte 

de la masa bacteriana debido a la gran adhesión de los polisacáridos al pellet bacteriano, 

por lo que la cantidad de ARN extraído resultaba escasa y de mala calidad. Además de 

estas complicaciones técnicas en la obtención del ARN bacteriano por la presencia de 

polisacáridos, la manipulación de la muestra resultaba aún más compleja debido a la 

gran limitación de N del medio de cultivo. Por este motivo, debíamos utilizar grandes 

volúmenes de cultivo (600 ml de cultivo) y solamente podíamos obtener una biomasa 

final bacteriana muy escasa (DO500nm= 0,2). En igual medida también resultaba muy 

dificultosa la cuantificación de la actividad enzimática de GS en este medio. 

A su vez, durante los intentos de medir el transcripto de glnII en el medio Evans bajo N, 

pudimos detectar que en el medio balanceado Evans, que habíamos comenzado a 

utilizar como medio de referencia sin limitación de N para realizar los ensayos, el gen 

glnII se encontraba expresado. En la Figura III.3 se muestra el resultado obtenido a partir 

de una PCR utilizando como molde ADN complementario de B. diazoefficiens y 

cebadores específicos para amplificar una región interna del gen glnII y una región 

interna del gen de referencia sigA cuya transcripción ha sido propuesta como 

constitutiva (Hauser et al., 2006). Las secuencias de los cebadores utilizados 

glnII_RT_Fw/glnII_RT_Rv y sigA Fw/ sigA Rv se detallan en la Tabla II.3.2. 
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Como podemos observar (Figura III.3) la cantidad de transcripto de glnII en las bacterias 

cultivadas en Evans Bajo C resultó prácticamente indetectable, mientras que en aquellas 

bacterias cultivadas en medio Evans los niveles de transcriptos observados fueron 

mayores. Cabe resaltar que esta detección de transcriptos no pudo llevarse a cabo en 

bacterias cultivadas en Evans Bajo N ya que, como mencionamos anteriormente, no fue 

posible obtener ARN bacteriano en esta condición. 

 

 

 

A modo de confirmación, a partir de estos ADNc de B. diazoefficiens USDA 110 obtenidos 

a partir de cultivos crecidos en Evans Bajo C y Evans se llevó a cabo una cuantificación 

relativa de transcriptos de glnII mediante PCR en tiempo real.  

Efectivamente, como habíamos observado mediante RT- PCR, confirmamos que la 

cantidad de transcripto en bacterias cultivadas en medio Evans es aproximadamente 20 

veces más que el de las bacterias cultivadas en Evans Bajo C. (Figura III.4). 

Estos resultados nos indicaban que, a pesar de que el medio Evans no tiene una relación 

C/N tan alta como para representar una situación de limitación de N, la misma sería 

suficiente como para que el sistema de respuesta al estrés por N se encuentre activo, al 

menos, a nivel de la transcripción de uno de los genes involucrados en dicha cascada. 

Figura III.3 Productos de amplificación obtenidos mediante RT- PCR utilizando los cebadores sigA 

Fw/ sigA Rv y glnII_RT_Fw/ glnII_RT_Rv 

 

Evans Bajo C: PCR utilizando como molde para la reacción ADNc de B. diazoefficiens USDA 110 

obtenido en a partir de un cultivo crecido en Evans Bajo C 

Evans: PCR utilizando como molde para la reacción ADNc de B. diazoefficiens USDA 110 obtenido 

en a partir de un cultivo crecido en el medio de Evans 

(+): control positivo de la PCR utilizando como molde ADN genómico de B. diazoefficiens USDA 

110 

(-): control negativo de la PCR utilizando agua como molde para la reacción 
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Sin embargo, es importante resaltar que la presencia de transcripto no necesariamente 

indica la presencia de la proteína funcional. 

 

 

Basándonos en los niveles de glnII observados, y con el objetivo de determinar si los 

cultivos crecidos en el medio Evans se encuentran limitados en N, decidimos evaluar la 

actividad enzimática GS mediante el método biosintético (Shapiro y Stadtman, 1968). 

En particular, utilizamos este método porque como describiremos más adelante en el 

Capítulo IV éste nos permite determinar la actividad GS total. Para llevar a cabo este 

ensayo, se creció un cultivo de B. diazoefficiens USDA 110 en el medio de Evans y otro 

en Evans Bajo C. El protocolo llevado a cabo para dicho ensayo se detalla en el Capítulo 

II.5.1. Nuevamente, no fue posible llevar a cabo el ensayo de actividad GS con bacterias 

cultivadas en Evans Bajo N debido a la gran cantidad de polisacáridos extracelulares que 

no permitieron obtener una buena calidad de muestra para realizar la medida. 

Cuando analizamos la actividad enzimática GS encontramos que la cepa cultivada en el 

medio Evans efectivamente presentaba mayor actividad que los cultivos crecidos en 

Evans Bajo C (Figura III.5), indicando que las bacterias cultivadas en Evans poseen una 

mayor activación de la cascada NSR que aquellas cultivadas en Evans Bajo C.  

 

 

 

 

Figura III.4 Análisis de la expresión de transcriptos del gen 

glnII por PCR en tiempo real (qRT-PCR) en la cepa B. 

diazoefficiens USDA 110 a partir de cultivos de 5 días en 

medio Evans tomando como referencia el medio Evans Bajo 

C. Se utilizaron cebadores para amplificar una región interna 

al gen glnII (glnII_RT_Fw/ glnII_RT_Rv) y se utilizó como gen 

de referencia el gen sigA (sigA Fw/ sigA Rv). Los resultados 

corresponden a un ensayo representativo de dos réplicas 

biológicas y se expresan como Rq (el rq se define como 2^-

ΔΔCt). Un rq =1 indica la expresión del gen en la cepa mutante 

no difiere de la expresión en la cepa salvaje. Un rq>2 indica 

que el gen está sobreexpresado. () representa una diferencia 

significativa. 

 

* 
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Estos resultados tomados en conjunto demuestran que la relación C/N que posee el 

medio de Evans sería suficiente para comenzar a poner en marcha la NSR. Sin embargo, 

el sustrato limitante en este medio no es ni el C ni el N, sino algún micronutriente no 

definido. Debido a esto, decidimos abandonar estos medios y emprender la búsqueda 

de nuevas variantes del medio Evans que nos permitan analizar condiciones bien 

definidas de exceso y escasez de dicho nutriente. Además de resultar imprescindible, 

que la manipulación de las muestras obtenidas sea menos compleja y que nos permitan 

recolectar una cantidad de bacterias más abundante. 

Con este objetivo y basándonos en la formulación de los medios utilizados en 

bibliografía ya publicada sobre el sistema NSR, comenzamos fijando las cantidades de 

manitol en 5 g.l-1 y modificando las cantidades de NH4Cl para obtener diversas relaciones 

C/N. Denominamos Evans660 a aquel medio con relación C/N=660, Evans200 a aquel 

con C/N=200, Evans 1,4 a aquel medio con C/N=1,4 y así sucesivamente. Los medios 

formulados junto con sus relaciones C/N y las fuentes de C y N utilizadas se listan en la 

Tabla III.3. 

Figura III.5 Medida de la actividad enzimática GS de 

la cepa B. diazoefficiens USDA 110 cultivada durante 

5 días en los medios Evans y Evans Bajo C. La 

determinación enzimática se llevó a cabo mediante 

el método biosintético. Los datos graficados 

corresponden al promedio de al menos dos réplicas 

biológicas evaluadas en triplicado y su desviación 

estándar. Los valores se expresan como 

DO660nm.min-1.mg de proteínas totales-1.  

() representa una diferencia significativa. 

 

* 
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Como primer paso para evaluar el comportamiento de las bacterias en estos nuevos 

medios formulados, evaluamos la cinética de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110 

en cada uno de ellos. Las bacterias se crecieron durante 7 días en los medios Evans1,4, 

Evans200 y Evans660 y diariamente se determinó su biomasa mediante densidad óptica 

DO500nm (Figura III.6). Como controles de crecimiento también se realizaron cinéticas en 

los medios Evans Bajo N y Evans. 

A partir de las curvas de crecimiento pudimos observar que B. diazoefficiens no es capaz 

de crecer en el medio Evans1,4, probablemente porque la gran cantidad de NH4Cl 

requerido para alcanzar esta relación C/N (Tabla III.3) resulta tóxico para la bacteria. 

Por otra parte, cuando analizamos el crecimiento en Evans660 vimos que la velocidad 

de crecimiento y la DO500nm final alcanzada resultó prácticamente igual a los valores 

obtenidos para los cultivos crecidos en Evans Bajo N, lo que nos llevó instantáneamente 

a descartar esta variante. Por otra parte, el análisis de las cinéticas en Evans200 resultó 

un poco más alentador, obteniéndose una masa bacteriana final un poco más elevada 

Tabla III.3 Variantes del medio de Evans analizadas. En la tabla se detallan las fuentes de C y N 

utilizadas, así como las concentraciones de las mismas. Además, se muestra en cada uno de los 

medios la relación C/N alcanzada, entendiéndose a la relación C/N como los g totales de C 

aportados por la fuente de C en relación a los g de N aportados por la fuente nitrogenada para un 

litro de cultivo. 
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que en Evans Bajo N de alrededor de DO500nm = 0,8. Incluso, la velocidad de crecimiento 

 de B. diazoefficiens cultivada en Evans200 (0,035 horas-1) resultó mayor que la 

obtenida cuando se cultiva en Evans Bajo N (0,016 horas-1) y el tiempo de duplicación 

de la bacteria se redujo de 42 horas (Evans Bajo N) a 19,6 horas (Evans200) indicando 

que el Evans200 podría ser un buen medio para evaluar limitación de N. 

 

 

El paso siguiente del análisis de estos medios fue determinar visualmente la presencia o 

ausencia de polisacáridos extracelulares y la facilidad para desprenderlo del pellet 

bacteriano. Así, al llegar al día 7 se tomó una fracción de este cultivo que se encontraba 

en fase estacionaria y se lo centrifugó durante 10 minutos a 16.000 x g. Llamativamente, 

a partir de esta simple visualización detectamos nuevamente una gran cantidad de 

polisacáridos muy adheridos al pellet bacteriano que resultaban muy difícil de eliminar 

por lo que decidimos descartar esta formulación y continuar con nuestra búsqueda. 

Debido a los inconvenientes obtenidos al intentar evaluar Evans1,4 (posiblemente por 

las grandes cantidades de NH4
+ que se requerían para llegar a esa relación C/N) 

decidimos fijar la cantidad de manitol en 2 g.l-1 y modificar nuevamente la cantidad de 

NH4Cl. De esta manera preparamos los medios Evans100, Evans50 y Evans2. Las 

concentraciones de manitol y NH4Cl utilizadas se detallan en la Tabla III.3. Nuevamente 

Figura III.6 Cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con agitación a 180 

rpm en medios Evans con diversas formulaciones utilizando manitol 5 g.l-1 para obtener las 

relaciones C/N 660 (),200 () y 1,4 (). Como control también se evalúo el crecimiento en el 

medio Evans original () y en el medio Evans Bajo N (). Los datos graficados pertenecen a un 

experimento de dos experimentos independientes, cuyos resultados fueron coincidentes. 
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se crecieron cultivos de B. diazoefficiens USDA 110 en los medios mencionados y se usó 

como control el crecimiento de la bacteria en el medio Evans y en Evans Bajo N. La 

biomasa total se determinó diariamente mediante densidad óptica DO500nm durante 7 

días (Figura III.7). 

 

 

 

En este caso, pudimos observar que el crecimiento de la bacteria tanto en Evans50 como 

en Evans2 mostraba la misma cinética y biomasa final que el crecimiento en Evans 

original. Mientras que el crecimiento en Evans100, al igual que lo ocurrido en Evans200, 

mostraba una biomasa final mayor a la obtenida para el Evans Bajo N (Evans100 

DO500nm=0,7; Evans Bajo N DO500nm=0,3) y un menor tiempo de duplicación (Evans100: 

g=25,5 horas; Evans Bajo N: g=42 horas) aunque con las mismas dificultades para 

desprender los polisacáridos una vez centrifugados los cultivos. 

Teniendo en cuenta el marcado cambio en la cinética de crecimiento de B. diazoefficiens 

al cultivarla en Evans50 con respecto a Evans100, decidimos probar una relación 

intermedia entre estas dos: C/N=70. Además, basándonos en los medios reportados en 

bibliografía ya publicada (Carlson et al., 1987; Franck et al., 2015; Bren et al., 2016), 

decidimos evaluar también la limitación de N utilizando glutamato como única fuente 

de N. 

Figura III.7 Cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con agitación a 180 

rpm en medios Evans con diversas formulaciones utilizando 2 g.l-1 de manitol para obtener las 

relaciones C/N 100 (), 50 () o 2 (). Como control también se graficó el crecimiento en el 

medio Evans original () y en el medio Evans Bajo N (). La biomasa fue estimada por densidad 

óptica a 500nm (DO500nm) a lo largo del tiempo (días). Los datos graficados pertenecen a un 

experimento de dos experimentos independientes, cuyos resultados fueron coincidentes. 
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En este punto resulta importante aclarar por qué seleccionamos NH4Cl y glutamato de 

sodio como fuentes de N para realizar nuestros estudios. En primera instancia, elegimos 

al NH4
+ debido a que éste nutriente resulta esencial para las bacterias, y en general es la 

fuente de N que más fácilmente asimilan los microorganismos (Reitzer, 2003). El NH4
+ 

ingresa al interior celular de manera activa a través de los transportadores AmtB y 

debido a su carga, una vez dentro debe ser rápidamente metabolizado. En B. 

diazoefficiens la función de asimilación de NH4
+ es catalizada principalmente por la GS la 

cual mediante el consumo de una molécula de ATP y una de -cetoglutarato brinda una 

molécula de glutamina.  

Por otra parte, decidimos evaluar como fuente nitrogenada alternativa al glutamato, un 

nutriente que, junto a la glutamina, ha sido reportado como fuente de N “pobre” 

(Kaneshiro y Kurtzman, 1982; Salminen y Streeter, 1987; Wang, 2016). Esto se debe a 

que el cultivo de bacterias en presencia de glutamato presenta menores velocidades de 

crecimiento y menor biomasa final en relación a los valores obtenidos al utilizar NH4
+. 

No obstante, el glutamato provee el 88% del N para la síntesis de los compuestos 

nitrogenados que la célula necesita (Reitzer, 2003). En particular, este nutriente es un 

aminoácido que se encuentra involucrado en la síntesis de proteínas y otros procesos 

importantes del metabolismo celular como la glicólisis, la gluconeogénesis y el ciclo de 

Krebs (Berg et al. 2007). Este compuesto puede ser metabolizado por la acción de la 

glutamato descarboxilasa (GAD), o por la acción catalítica de la glutamato 

deshidrogenasa dependiente de NAD+ (NAD-GDH). B. diazoefficiens posee en su genoma 

una copia del gen que codifica para una NAD-GDH que no ha sido estudiada aún, 

mientras que GDH se encuentra ausente. Suponiendo que la NAD-GDH se encuentre 

activa, una vez que el glutamato ingresa a la bacteria, el mismo debería ser metabolizado 

por dicha enzima para dar como resultado una molécula de -cetoglutarato y una de 

NH4
+, aportando una fuente de N pero también compuestos carbonados. Este aporte, 

probablemente genere un desbalance de los niveles de C/N intracelulares que 

conduzcan a la bacteria a detectar una condición de limitación de N y por ende la lleve 

a activar su cascada NSR. Esto podría deberse al aumento de los niveles de -

cetoglutarato, molécula señal por excelencia del exceso de C intracelular. 

Entonces, considerando estos aspectos, para desarrollar nuevas variantes del medio 

Evans mantuvimos la fuente de C en 5 g.l-1 de manitol y agregamos 0,4 g.l-1 de glutamato 
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de sodio para formular el Evans Glutamato (C/N=70); 0,107 g.l-1 de NH4Cl para formular 

el Evans NH4
+ (C/N=70), y finalmente 0,4 g.l-1 de glutamato de sodio y 0,107 g.l-1 de NH4Cl 

para formular un medio con exceso de N que denominamos Evans NG (C/N=6,8). Los 

detalles de las formulaciones de estos medios se describen en el Capítulo II.2.1 y en la 

Tabla III.3. Cabe destacar que, a pesar de que los medios con escasez de N poseen 

diferentes fuentes nitrogenadas (NH4Cl o glutamato de sodio), se buscó obtener para 

ambos una misma relación C/N que, como mencionamos en la Introducción de este 

capítulo, es la relación que indica si existe o no una limitación intracelular de N. Para 

lograr equiparar esta relación en ambos medios también consideramos que el glutamato 

provee a la bacteria de compuestos carbonados.  

Posteriormente, realizamos las cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA 110 

en estos nuevos medios formulados, determinando nuevamente durante 10 días la 

biomasa mediante densidad óptica DO500nm. Los resultados obtenidos se observan en la 

Figura III.8. En este caso también se graficaron como referencia los medios Evans Bajo 

N, Evans y Evans Bajo C.  

 

Figura III.8 Cinéticas de crecimiento preliminares de B. diazoefficiens USDA 110 a 28 °C con 

agitación a 180 rpm en los medios Evans NG (), Evans Glutamato () y Evans NH4+ () Como 

control también se grafican las cinéticas de crecimiento obtenidas cuando B. diazoefficiens se 

cultiva en los medios Evans Bajo C (), Evans Bajo N () y Evans (). La biomasa fue estimada 

por densidad óptica a 500nm (DO500nm) a lo largo del tiempo (días). Los datos graficados 

pertenecen a un experimento de dos experimentos independientes, cuyos resultados fueron 

coincidentes. 
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Como se puede observar, los medios con relación C/N=70 ya sea utilizando glutamato o 

NH4
+ como fuente nitrogenada, permitieron alcanzar una biomasa final mucho más 

elevada (DO500nm =2) que la obtenida con Evans Bajo N (DO500nm =0,3). Mientras tanto, 

el crecimiento en Evans NG logró alcanzar una cinética similar al crecimiento en el medio 

Evans hasta una DO500nm = 8.  

Para evidenciar la producción de polisacáridos en estos nuevos medios, luego de 

transcurridos los 7 días de la curva de crecimiento estos cultivos se centrifugaron 

durante 10 minutos a 16.000 x g y se evaluó visualmente la producción de los mismos. 

Efectivamente pudimos comprobar que tanto los cultivos crecidos en Evans Glutamato 

como los crecidos en Evans NH4
+ presentaban no sólo una mayor cantidad de pellet 

bacteriano sino también una alta producción de polisacáridos, signo de la probable 

limitación de N (López-García et al., 2001; Quelas et al., 2006). Sin embargo, a diferencia 

de los medios anteriores, la gran acumulación de polisacáridos podía ser eliminada 

fácilmente mediante inversión dejando un pellet bacteriano limpio y abundante.  

En el caso de los cultivos crecidos en Evans NG los pellets bacterianos obtenidos al 

centrifugar en las condiciones anteriormente mencionadas no presentaron producción 

de polisacáridos sino un pellet bacteriano definido y abundante. 

En base a los resultados obtenidos decidimos elegir para continuar con nuestros 

estudios estas tres formulaciones de medios: Evans NG (medio balanceado sin limitación 

de N), Evans Glutamato (medio limitado en N) y Evans NH4
+ (limitado en N). 

 

III.2 Caracterización fenotípica de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en 

los medios Evans NG, Evans Glutamato y Evans NH4
+  

Para confirmar que los tres medios seleccionados efectivamente representaban las 

condiciones de limitación (Evans Glutamato y Evans NH4
+) y de exceso de N (Evans NG) 

deseadas, decidimos en primer lugar realizar nuevamente la cinética de crecimiento de 

B. diazoefficiens determinando su biomasa diariamente no sólo a partir de la densidad 

óptica a 500nm (DO500nm) sino también mediante el número de células viables por 

recuento en placa de las Unidades Formadoras de Colonia por ml (UFC.ml-1). En la Figura 

III.9 y en la Tabla III.4 podemos observar que efectivamente las bacterias cultivadas en 

Evans Glutamato y Evans NH4
+ alcanzan una biomasa final DO500nm mucho menor 
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(DO500nm=2) que las bacterias cultivadas en Evans NG (DO500nm=8). Hay que tener en 

cuenta que la única modificación cuali y cuantitativa entre los 3 medios es la fuente de 

N. El mismo fenotipo pudo observarse a partir del recuento de las UFC.ml-1, a pesar de 

que en los tres medios evaluados se mantienen dentro del mismo orden de magnitud 

(~109 UFC.ml-1) (Figura III.9). 

 

 

El análisis de la velocidad de crecimiento () de B. diazoefficiens cultivada en Evans NH4
+ 

o Evans Glutamato resultó un poco menor que la  obtenida cuando se cultiva en Evans 

NG (Tabla III.4). Sin embargo, la  obtenida en Evans NH4
+ no fue tan diferente a la 

obtenida para el medio Evans NG, a diferencia de lo que ocurría entre las velocidades 

obtenidas en Evans con respecto al medio Evans bajo N (Tabla III.1).  

De la misma manera, los tiempos de duplicación de la bacteria en los medios limitados 

en N resultaron mayores que el obtenido en el medio con exceso de N. Además, las 

bacterias cultivadas en los medios Evans NH4
+ y Evans Glutamato mostraron un tiempo 

de duplicación similar. 

Figura III.9 Cinéticas de crecimiento de B. diazoefficiens USDA110 a 28 °C con agitación a 180 rpm 

en los medios Evans NG (), Evans Glutamato () y Evans NH4+ (). En el panel de la izquierda 

se muestra la biomasa estimada por densidad óptica (DO500nm) y a la derecha la estimación del 

número de células viables por recuento en placa de las unidades formadoras de colonias por ml 

de cultivo (UFC.ml-1). 

Los datos corresponden al promedio y la desviación estándar de dos réplicas biológicas 

independientes. La ausencia de barras de error indica que la desviación fue menor que el tamaño 

del símbolo utilizado. 
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Posteriormente, y con el objetivo de corroborar que efectivamente el nutriente 

limitante en los medios Evans Glutamato y Evans NH4
+ es el N y no algún otro, cultivamos 

la cepa B. diazoefficiens en los medios anteriormente mencionamos durante 6 días hasta 

alcanzar su fase estacionaria. Al llegar a dicho tiempo, adicionamos al cultivo NH4Cl hasta 

alcanzar una concentración de 1,07 g.l-1 (concentración de NH4Cl que posee el medio 

Evans NG). Como control también le adicionamos la misma cantidad de NH4Cl al cultivo 

de B. diazoefficiens crecido en medio Evans NG. La Figura III.10 muestra que las bacterias 

cultivadas en los medio Evans Glutamato y Evans NH4
+ retomaron su crecimiento hasta 

alcanzar la misma biomasa final que la cepa cultivada en Evans NG. Mientras que ésta 

última, al adicionarle NH4Cl a los 6 días, no varió su biomasa final. Estos resultados 

indican que efectivamente los medio Evans Glutamato y Evans NH4
+ se encuentran 

limitados en N, mientras que en el medio Evans NG este nutriente no es el limitante del 

crecimiento. 

 

 

 

 

 

 

Tabla III.4 Velocidad de crecimiento  (horas-1), tiempo de duplicación g (horas) y cosecha 

máxima (DO500nm) de la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio de Evans NG, 

Evans NH4+ y Evans Glutamato. Los valores fueron calculados a partir de los datos obtenidos para 

las cinéticas de crecimiento (DO500nm) que se muestran en la Figura III.9 y muestran el promedio 

y la desviación estándar de dos ensayos biológicos independientes. 
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Para continuar con la caracterización fenotípica de la cepa B. diazoefficiens USDA 110 

en estos medios, decidimos analizar los niveles relativos de transcriptos del gen glnII, 

indicador de la inanición de N. Para ello, se cultivó la cepa B. diazoefficiens USDA 110 

durante 5 días en los medios Evans NG, Evans Glutamato y Evans NH4
+, y a partir de estos 

cultivos, se obtuvo el ADN complementario como se describe en el Capítulo II.3.6, el 

cual se utilizó como molde para la reacción de PCR cuantitativa. Los cebadores 

específicos utilizados, glnII_RT_Fw/glnII_RT_Rv y sigA Fw/sigA Rv, se detallan en la Tabla 

II.3.2.  

En la Figura III.11 podemos observar que la expresión del gen glnII se encuentra 

significativamente aumentada en las bacterias cultivadas tanto en Evans Glutamato 

como en Evans NH4
+ en relación a la expresión de este gen en las bacterias cultivadas en 

Evans NG, indicando nuevamente que el sistema NSR se encuentra más activado en las 

Figura III.10 Efecto de la adición de NH4Cl a cultivos en fase estacionaria de B. diazoefficiens USDA 

110 en los medios Evans NG (), Evans Glutamato () y Evans NH4+ (). En la figura se muestra 

la biomasa estimada por densidad óptica (DO500nm) durante 14 días. Las flechas rojas señalan el 

día 6 en el cual se adicionó a los cultivos crecidos en Evans Glutamato y Evans NH4+, NH4Cl para 

alcanzar una concentración de 1,07 g.l-1 equivalente a la del medio Evans NG. Para corroborar 

que este último medio no se encuentre limitado en N también se le adicionó NH4Cl. Los datos 

corresponden a un ensayo biológico representativo de dos ensayos realizados de manera 

independiente con resultados coincidentes. 
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bacterias cultivadas en los nuevos medios limitados en N que en el medio con exceso de 

dicho nutriente. 

 

 

 

Finalmente, para confirmar que los resultados obtenidos a partir de la evaluación de 

transcriptos se vieran reflejados en un aumento de actividad enzimática, realizamos la 

determinación de la misma mediante el método biosintético. Para ello, la cepa B. 

diazoefficiens USDA 110 se cultivó durante 5 días en las nuevas variantes del medio de 

Evans (Evans NG, Evans Glutamato y Evans NH4
+) y se continuó con la metodología 

descripta en el Capítulo II.5.1.  

Los cultivos crecidos en los medios limitados en N, Evans Glutamato y Evans NH4
+, 

mostraron una actividad enzimática significativamente mayor en relación a los valores 

obtenidos al cultivar la misma cepa en el medio Evans NG (Figura III.12). Sin embargo, 

podemos observar que la actividad GS total de la cepa cultivada en Evans Glutamato fue 

significativamente mayor que cuando se cultiva en Evans NH4
+ (Figura III.12). Este 

resultado fue llamativo, ya que el diseño de la formulación de estos medios se llevó a 

cabo minuciosamente para obtener en ambos la misma relación C/N. No obstante, 

coincide con los datos bibliográficos que destacan al glutamato como una fuente de N 

Figura III.11 Expresión relativa del gen glnII en B. diazoefficiens USDA 110 cultivada durante 5 

días en Evans NH4+ () (A) o Evans Glutamato () (B). Los resultados son representativos de al 

menos dos ensayos biológicos independientes que mostraron la misma tendencia. Las barras 

representan la desviación estándar. Los valores se expresan como Rq (el rq se define como 2^-

ΔΔCt) utilizando como referencia la expresión en Evans NG (). Un rq=1 indica la expresión del 

gen en la cepa mutante no difiere de la expresión en la cepa salvaje. Un rq>2 indica que el gen 

está sobreexpresado. () representa una diferencia significativa. 

A) B) 

gen evaluado                                                                        gen evaluado 

* * 



Capítulo III                                                                                            Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

101 
 

pobre e ideal para estudiar el sistema de respuesta al estrés por N. Probablemente las 

diferencias observadas se deban a los distintos procesos metabólicos que deben 

desencadenarse para asimilar estas fuentes nitrogenadas como mencionamos 

anteriormente en este capítulo. Aún así, los resultados obtenidos en Evans NH4
+ también 

nos resultaron interesantes, ya que cuando B. diazoefficiens se cultiva en dicho medio, 

el sistema NSR se encuentra más activado en relación a la cepa crecida en Evans NG. 

 

 

 

Por último, en base a todos los resultados expuestos, que indicaron la activación de la 

NSR en B. diazoefficiens cuando la misma se cultiva en los medios Evans Glutamato y 

Evans NH4
+, decidimos continuar nuestros estudios de la regulación del metabolismo de 

N con estos medios limitados en N y utilizar como medio de cultivo con exceso de dicho 

nutriente el medio Evans NG. 

 

 

III.3 Resumen y discusión 

A lo largo de este Capítulo abordamos la búsqueda de diferentes medios de cultivo que 

nos permitieran obtener condiciones de limitación y de exceso de N para finalmente 

caracterizar los reguladores del metabolismo de N en B. diazoefficiens en los siguientes 

Capítulos. 

Figura III.12 Medida de la actividad 

glutamino sintetasa de la cepa B. 

diazoefficiens USDA 110 cultivada en 

distintas variantes del medio de Evans 

durante 5 días. La actividad GS total se 

determinó mediante el método 

biosintético y los datos se expresan como 

DO660nm.min-1.mg de proteínas totales-1. Las 

columnas representan el promedio y las 

barras la desviación estándar de 3 ensayos 

biológicos independientes realizados con 3 

réplicas técnicas cada uno. () representa 

una diferencia significativa. 

* 

* 
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En una primera etapa caracterizamos nuestra cepa de interés en el medio de Evans 

(Evans, 1970) y dos variantes del mismo las cuales habían sido formuladas 

específicamente para lograr condiciones metabólicas de exceso de N (Evans Bajo C) o 

limitación de N (Evans Bajo N). Sin embargo, a medida que comenzamos a profundizar 

nuestros estudios, nos encontramos que el cultivo de la cepa B. diazoefficiens en 

inanición de N, nos traía aparejado una serie de complicaciones técnicas que nos 

impedían tener la cantidad de biomasa final necesaria y suficiente para realizar futuros 

ensayos, y además, generaba grandes dificultades para obtener muestras óptimas para 

llevar a cabo análisis de expresión génica y de la medida de actividad GS. 

En base a estas complicaciones metodológicas, decidimos emprender la búsqueda de 

nuevas formulaciones de medios que nos permitieran tener muestras menos complejas 

para finalmente caracterizar nuestro sistema en exceso, y principalmente, en limitación 

de N. Basándonos en datos bibliográficos, y luego de varias pruebas que incluyeron la 

variación de las cantidades de manitol (fuente de C) y de NH4Cl o glutamato de sodio 

(fuentes de N) (Tabla III.1), encontramos mediante diferencias en las cinéticas de 

crecimiento, tres medios que parecían ser los adecuados para evaluar la limitación de 

N, y por ende, la NSR: Evans Glutamato y Evans NH4
+ con una relación C/N=70; y para 

evaluar el exceso de N: Evans NG, con una relación C/N=6,8 (Figura III.9). 

A partir de las cinéticas de crecimiento pudimos determinar que el cultivo de B. 

diazoefficiens en los medios Evans Glutamato y Evans NH4
+ presentaron un tiempo de 

duplicación significativamente mayor que el observado cuando la bacteria es cultivada 

en Evans NG. Más aún, los cultivos en los medios limitados alcanzaron una menor 

biomasa final (DO500 aproximadamente 2) en relación a la obtenida cuando se cultivaron 

en Evans NG (DO500 =8) (Tabla III.4).  

Por otra parte, los cultivos de B. diazoefficiens crecidos en Evans NH4
+ y Evans Glutamato 

presentaron un aumento relativo de los niveles de ARNm del gen glnII que codifica para 

la enzima GSII y que se induce en condiciones de escasez de N (Carlson et al., 1987) en 

relación a los niveles obtenidos para los cultivos en Evans NG (Figura III.11). Estos 

resultados nos indican que las bacterias cultivadas en los medios Evans Glutamato o 

Evans NH4
+ tienen activada, al menos a nivel de expresión, la cascada NSR. 

Adicionalmente, pudimos corroborar que los resultados observados a nivel de 

transcripto se vieron reflejados en la funcionalidad de la enzima, indicando que el 
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sistema de respuesta al estrés por N se encuentra más activado en los medios Evans 

Glutamato o Evans NH4
+ que en el medio Evans NG. Así, pudimos determinar que la cepa 

cultivada en los medios Evans Glutamato o Evans NH4
+ mostró una mayor actividad GS 

comparada con la medida para las bacterias cultivadas en Evans NG (Figura III.12), 

indicando que los dos medios seleccionados se encontraban limitados en N. Es 

importante destacar que el método biosintético utilizado mide la actividad GS total, es 

decir, de todas las isoformas activas de la enzima, y no solamente la activación de la 

isoforma GSII. En los capítulos siguientes ahondaremos en este tema en profundidad. 

Finalmente, con los datos recolectados nos propusimos evaluar el sistema de respuesta 

al estrés por N en estos tres medios Evans NG, Evans Glutamato y Evans NH4
+ para 

analizar las condiciones del sistema “apagado” (exceso de N) o “encendido” (limitación 

de N). Sin embargo, y debido a que esta problemática de reformulación de medios se 

llevó a cabo una vez que ya habíamos avanzado en gran medida en el estudio del 

sistema, decidimos no descartar los resultados obtenidos en los medios con las 

formulaciones originales de Evans, Evans Bajo N y Evans Bajo C. Es por esto que los 

resultados que se muestran en los capítulos siguientes también corresponden a la 

caracterización del sistema en estos medios originales.  
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Introducción  

Como mencionamos en el Capítulo III, las bacterias pueden utilizar una amplia gama de 

fuentes nitrogenadas que van desde simples compuestos inorgánicos tales como NH4
+, 

N2, NO3
- y NO2

-, a compuestos más complejos que incluyen aminoácidos o compuestos 

orgánicos. Cualquiera sea la fuente nitrogenada utilizada, en primer lugar, ésta debe ser 

metabolizada hasta obtener NH4
+. Luego, en el caso particular de los rizobios, la vía más 

importante para la asimilación de este nutriente en vida libre es el ciclo de la glutamino 

sintetasa / glutamato sintetasa (ciclo GS/GOGAT). Esto se debe a que, como ya 

mencionamos en la Introducción de este trabajo, estas bacterias carecen de la enzima 

glutamato deshidrogenasa (GDH) que poseen muchos microorganismos.  

En el ciclo GS/GOGAT, la enzima GS es la responsable de catalizar la reacción en la cual 

el NH4
+ es incorporado en una molécula de glutamato para producir otro aminoácido 

con mayor contenido de N, la glutamina (Darrow, 1980). 

 

    Glutamato + NH4
+ + ATP → Glutamina + ADP +Pi +H+ (en presencia de Mn+2 o Mg+2) 

 

La glutamina por su parte provee el N para la biosíntesis de los monómeros de los ácidos 

nucleicos, proteínas, diversos cofactores y otros compuestos de importancia biológica, 

lo que convierte a la GS en una de las enzimas clave del metabolismo del N.  

Una particularidad de la enzima GS es que se encuentra altamente distribuida en la 

naturaleza, puede encontrarse tanto en bacterias y arqueas como en tejidos animales y 

plantas. En el caso de nuestra bacteria de estudio, B. diazoefficiens USDA 110, se han 

descripto hasta el momento la presencia de dos isoformas de GS, a diferencia de las 

enterobacterias que sólo tienen una. Como ya mencionamos en capítulos anteriores, 

estas isoformas se denominan GSI y GSII (Carlson et al., 1985; Carlson et al., 1987), y 

están codificadas por los genes glnA y glnII respectivamente. 

Al iniciar nuestro trabajo, detectamos mediante búsquedas en las bases de datos 

genómicos la presencia de más de una copia putativa para el gen glnA en el genoma de 

B. diazoefficiens USDA 110 (Kaneko et al., 2002), mientras que para GSII solamente 

encontramos una copia del gen que la codifica. Las distintas copias de glnA no han sido 

descriptas ni estudiadas hasta este momento. Por lo tanto, dada la importancia de esta 
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enzima en el metabolismo de N, nos preguntamos si todas las copias son funcionales, y 

de ser así, en qué condiciones se activan. Además, nos resultó interesante investigar si 

todas las copias de GlnA están involucradas en la asimilación de NH4
+ y finalmente, si 

pueden reemplazarse unas a otras.  

Con el objetivo de intentar responder alguna de estas preguntas, nos propusimos 

profundizar en el estudio de cada una de ellas. En primer lugar, realizaremos un análisis 

in sílico de las diversas secuencias encontradas para las posibles GS de B. diazoefficiens. 

Además, abordaremos la construcción de mutantes delecionales de cada una de los 

genes que las codifican para luego llevar a cabo un análisis fenotípico de las cepas 

obtenidas y, de esta manera, intentar dilucidar el rol que cumplen cada una de ellas en 

B. diazoefficiens. 

 

IV.1 Análisis bioinformático de las posibles copias de la enzima GS 

Al comenzar con el estudio de las GSs observamos que en las bases de datos genómicos 

como Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) o Microbesonline 

(www.microbesonline.org), las búsquedas del gen glnA nos arrojaba como resultado la 

presencia de varias copias putativas de dicho gen en el genoma de B. diazoefficiens 

USDA 110 (Kaneko et al., 2002), anotados en todos los casos como glutamina sintetasa. 

Debido a esto, decidimos nombrar como glnA1 (ORF blr4949) a aquella copia que ha 

sido originalmente detectada por homología de secuencia con glnA de E. coli (Carlson et 

al., 1985), y las siguientes copias se denominaron al azar como glnA2 (blr4835), glnA3 

(bll1069) y glnA4 (blr2084). Por otra parte, la búsqueda en bases de datos del gen glnII 

arrojó un único resultado que corresponde al ORF blr4169. 

Como podemos observar en la Figura IV.1, las distintas copias de glnA de B. 

diazoefficiens se encuentran dispersas en el genoma. En general, la disposición génica 

de glnA en los genomas depende de la especie bacteriana que se esté estudiando. En E. 

coli, y otras enterobacterias en las que se ha descripto ampliamente el regulón Ntr, el 

gen glnA se encuentra formando parte del operón ntr, junto a los genes que codifican el 

sistema de dos componentes NtrB-NtrC (Schumacher et al., 2013; van Heeswijk et al., 

2013).  
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En cambio, en B. diazoefficiens, como en muchas otras bacterias pertenecientes a las 

familias Rhizobiaceae y Bradyrhizobiaceae, glnA1 (de 1410 nt) se encuentra ubicado de 

manera adyacente a glnB formando parte de una unidad transcripcional (Martin et al., 

1989; Chiurazzi et al., 1990; Arcondéguy et al., 1996). En el caso de glnA2 (de 1431 nt) 

pareciera expresarse de manera independiente, mientras que glnA3 (de 1437 nt) se 

encontraría formando parte de un operón con el gen blr1070 que codifica para una 

enzima dioxigenasa. Por su parte, glnA4 (de 1338 nt) parece expresarse en conjunto con 

los genes blr2082 y blr2083 (codificando proteínas hipotéticas). Finalmente, glnII (de 

1035 nt) se expresaría de manera independiente. Los datos de coexpresión de los genes 

mencionados anteriormente se obtuvieron del servidor www.microbesonline.org. 

 

 

 

Como primera aproximación para estudiar las múltiples copias putativas de las enzimas 

glutamino sintetasas de B. diazoefficiens, decidimos evaluar, mediante diversos 

programas bioinformáticos, las características de las secuencias de aminoácidos de 

Figura IV.1 Representación del entorno genético y la disposición de los genes que codifican para 

las glutamino sintetasas de B. diazoefficiens USDA 110. En cada sección del genoma 

esquematizado se representan coloreados los genes correspondientes a las glutamino sintetasas 

y aquellos genes adyacentes que se coexpresan (los datos de coexpresión se obtuvieron del 

servidor www.microbesonline.org). En gris se representan los genes adyacentes que tienen 

expresión independiente y que no se encuentran involucrados en el metabolismo del N. 
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dichas proteínas. A través del servidor ScanProsite 

(www.prosite.expasy.org/scanprosite), llevamos a cabo un análisis de sitios 

característicos donde pudimos observar que sólo las secuencias de GlnA1, GlnA2 y GSII 

presentaban una región característica de GS (secuencia resaltada en verde en la figura) 

y una región de unión a ATP (resaltada en amarillo) (Figura IV.2). 

 

 

 

Además, en las secuencias de GlnA1 y GlnA2 se detectó la región característica de las 

isoformas GSI, donde se lleva a cabo la adenilación/deadenilación 

(inactivación/activación) de la proteína (resaltada en celeste), secuencia que no se 

encuentra en la isoforma GSII ya que no se regula por adenilación. LLamativamente, en 

Figura IV.2 Análisis de regiones características de las secuencias proteicas de las enzimas glutamino 

sintetasas de B. diazoefficiens USDA 110, realizado a través del servidor online ScanProsite 

(www.prosite.expasy.org/scanprosite). La región característica de GS se resalta en verde, la región 

de unión a ATP se resalta en amarillo y la región donde se lleva a cabo la adenilación/deadenilación 

(inactivación/activación) de las proteínas GSI se resalta en celeste. 
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las secuencias de GlnA3 y GlnA4 no fue posible detectar ninguna de estas tres regiones 

(Figura IV.2). 

Estos datos resultaron coincidentes con el análisis de dominios de dichas secuencias 

(utilizando el servidor online Pfam - www.pfam.xfam.org/search/sequence), donde 

pudimos observar que sólo GlnA1, GlnA2 y GSII poseían los dos dominios característicos: 

un dominio N-terminal de plegamiento beta-Grasp (en el que se encuentra la región 

característica GS) y un dominio catalítico en el extremo C-terminal (en el que está el sitio 

de unión a ATP y de adenilación para el caso de las GlnA). A partir de las secuencias de 

las copias GlnA3 y GlnA4 sólo se pudo detectar la presencia del dominio catalítico (Figura 

IV.3).  

 

 

 

De manera similar, cuando alineamos las secuencias proteicas (mediante el servidor 

online ClustalO- www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) de las copias putativas GlnA2, 

GlnA3 y GlnA4, en relación a la copia GlnA1, y las comparamos a través del programa 

BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pudimos observar que el porcentaje de 

identidad entre GlnA1 y GlnA2 es de un 53% (Figura IV.4 – Panel A), mientras que GlnA1 

con GlnA3 y con GlnA4 tan sólo tienen un 29% y un 26% de identidad, respectivamente 

(Figura IV.4 – Paneles B y C). 

Además, podemos observar que los sitios característicos obtenidos a través del servidor 

ScanProsite para GlnA1 no se encuentran conservados en las copias GlnA3 y GlnA4, 

Figura IV.3 Análisis de dominios de las proteínas glutamino sintetasa de B. diazoefficiens USDA 

110 (utilizando el servidor online Pfam). En la Figura se observan el dominio N-terminal de 

plegamiento beta-Grasp (verde) y un dominio catalítico en el extremo C-terminal (rojo).  
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siendo esta última copia la que posee la diferencia más exacerbada (Figura IV.4 – 

Paneles B y C). 

 

 

 

Por su parte, cuando comparamos la secuencia proteica de la isoforma GSII con la copia 

GlnA1, encontramos que el porcentaje de identidad entre ellas es bajo, de tan sólo 24%. 

Sin embargo, ambas secuencias proteicas poseen los sitios característicos de GS y el sitio 

Figura IV.4 Alineamiento de las secuencias proteicas (mediante el servidor online ClustalO) de las 

distintas GS de B. diazoefficiens USDA 110. Tomando como referencia la copia GlnA1, se compara 

con las secuencias proteicas de A) GlnA2, B) GlnA3, C) GlnA4 y D) GSII. Las regiones resaltadas 

corresponden a la región característica de GS (verde), la región de unión a ATP (amarillo) y el sitio 

de adenilación/deadenilación de las proteínas GSI (celeste). Se resaltan en colores más oscuros 

aquellos aminoácidos que no coinciden exactamente con la secuencia de GlnA1. 

A) B) 

C) D) 
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de unión a ATP como mencionamos anteriormente (Figura IV.2). Como es de esperar, 

las secuencias de estas regiones características en GSII y GlnA1 no son exactamente 

iguales (Figura IV.4 – Panel D), pero pueden ser reconocidas como tales por el servidor 

ScanProsite y probablemente lleven a cabo la misma función. 

Para completar estos análisis, llevamos a cabo un modelado de las probables proteínas 

GS utilizando el programa Phyre2 (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2 -Kelley y Sternberg, 

2009). Nuevamente, encontramos una mayor similitud entre la estructura predicha para 

las copias GlnA1 y GlnA2 (Figura IV.5), mientras que las copias GlnA3 y GlnA4 se 

diferencian de GlnA1 y GlnA2, ya que parecieran carecer de una región de plegamiento 

lámina beta (indicadas en la Figura IV.5 con flechas blancas). Asimismo, y como era de 

esperar, el modelo de estructura proteica predicha para GSII difiere de los modelos para 

GSI.  

 

 

 

Finalmente, para completar nuestros estudios, realizamos un análisis evolutivo de las 

secuencias mediante la construcción de un árbol filogenético (Figura IV.6).   

  

 

Figura IV.5 Representación de los modelados proteicos predichos para las distintas 

copias/isoformas de las glutamino sintetasas de B. diazoefficiens USDA 110. Los modelos de 

homología fueron desarrollados mediante el programa online Phyre2 (Kelley. y Sternberg, 

2009). Los colores del arcoíris indican el camino desde el extremo N (rojo) al C terminal (azul). 

Las flechas blancas indican la región del plegamiento de lámina beta que se encuentra presente 

en las copias GlnA1 yGlnA2 y ausente en las copias GlnA3 y GlnA4.  
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Para llevar a cabo la construcción del árbol se obtuvieron las secuencias de las enzimas 

GSI de diversas bacterias evolutivamente cercanas a B. diazoefficiens y secuencias de las 

GSII para enraizar el árbol. Mediante esta búsqueda de secuencias pudimos confirmar 

que la presencia de múltiples copias para glnA no es una característica única de nuestro 

rizobio de interés, sino que también es posible encontrarlas en muchas otras bacterias 

dentro de las familias Rizobiaceae y Bradyrhizobiaceae. Incluso, se ha reportado ya hace 

varios años que en bacterias como E. meliloti, Rhizobium etli o R. leguminosarum existe 

una tercer isoforma de GS, la que se denominó GSIII (codificada por el gen glnT), que 

sólo tiene un 28 % de identidad con las GS de otras bacterias (de Brujin et al., 1989; 

Chiurazzi et al., 1992; Shatters et al., 1993).  

El análisis del árbol filogenético obtenido para las distintas GSs (Figura IV.6) nos arrojó 

que las copias glnA1 y glnA2 de B. diazoefficiens se encuentran ubicadas dentro de un 

mismo grupo, mientras que las copias glnA3 y glnA4 se encuentran en grupos diferentes 

y distantes de las copias 1 y 2. Incluso, glnA3 se encuentra cercana a glnT (GSIII) de E. 

meliloti 1021. 

Resumiendo, los resultados de estos análisis bioinformáticos, hemos encontrado que 

GlnA1 y GlnA2 son enzimas que pertenecen a la familia de la isoforma GSI. Mientras que 

las copias GlnA3 y GlnA4 parecerían estar más alejadas y pertenecer a una familia 

diferente de GS. 

 

IV.2 Obtención de cepas mutantes en las enzimas glutamino sintetasas  

Las enzimas GS ejercen un rol muy importante en el flujo metabólico del N en vida libre. 

Como la actividad de esta enzima y su regulación ha sido poco estudiada en B. 

diazoefficiens, resulta de interés profundizar el papel que juegan GSI y GSII en la 

asimilación y el reciclado de N intracelular en los rizobios en vida libre. Debido a esto, y 

dada la relevancia de estas enzimas nos propusimos obtener cepas mutantes en las 

diversas copias de las glutamino sintetasas. 
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IV.2.1 Obtención del mutante delecional en el gen glnII (que codifica para la 

enzima GSII) 

La estrategia general que elegimos para llevar a cabo la mutagénesis del gen glnII implica 

la obtención de un mutante delecional de dicho gen a partir de una doble recombinación 

homóloga y la inserción de un cassette que confiere resistencia a kanamicina. Dado que 

el gen glnII, no se encuentra formando parte de ninguna unidad transcripcional (Figura 

IV.1), el reemplazo de dicho gen por un cassette de resistencia no debería afectar la 

expresión de los genes vecinos. 

Para esta estrategia, se propuso insertar en el plásmido pG18mob2 (un vector suicida 

en rizobios) dos fragmentos homólogos a los extremos 5´ y 3´ del gen de interés, 

separados por el gen que confiere resistencia a Km.  

La obtención de la construcción necesaria para generar el mutante en el gen glnII se 

inició como parte de mi Trabajo Final de Licenciatura (Lamelza, 2013), por lo que en la 

estrategia general descripta en la Figura IV.7 sólo se muestran los pasos llevados a cabo 

en el presente trabajo para culminar la obtención del mutante. En este contexto, 

durante el trabajo previo, se logró insertar en el pG18mob2 el fragmento homólogo al 

extremo 3´del gen glnII y el cassette de resistencia a Km, obteniéndose el plásmido 

pG18mob::II3´::Km. 

Sin embargo, cuando intentamos insertar directamente el fragmento homólogo al 

extremo 5´ de glnII en el plásmido pG18mob::II3´::Km, se presentaron grandes 

dificultades en el clonado, como se detalla en Lamelza, 2013. Estos inconvenientes nos 

llevaron a pensar que alguno de los sitios de restricción que se habían adicionado a los 

cebadores glnII 5´FW / glnII 5´Rv (detallados en la Tabla II.3.1) probablemente contenían 

algún error en su secuencia haciendo que la digestión enzimática no se llevara a cabo 

correctamente por lo que decidimos diseñar una nueva estrategia. Para ello, nos 

propusimos clonar en primer instancia, el fragmento 5´ en el vector pG18mobLK y luego 

subclonarlo al pG18mob::II3´::Km, utilizando los sitios de restricción que confiere el sitio 

de múltiple clonado del plásmido pG18mobLK. 

En primer lugar, se amplificó por PCR el fragmento 5´utilizando los cebadores glnII 5´FW 

/glnII 5´Rv y la enzima PFU polimerasa para obtener un fragmento de extremos romos 

de 451pb, como se observa en la Figura IV.7 – gel a. Paralelamente, se obtuvo el ADN 
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plasmídico del pG18mobLK y se lo digirió con la enzima SmaI para obtener el plásmido 

linealizado con extremos romos (Figura IV.7 – gel b). Finalmente, se procedió a llevar a 

cabo la ligación del fragmento y el plásmido linealizado. La inserción del fragmento 5´ 

en el pG18mobLK se chequeó por PCR utilizando los cebadores universales M13(-40) Fw 

/M13(-40) Rv que hibridan únicamente en el plásmido y por fuera del sitio múltiple de 

clonado, esperando obtener un fragmento de 666pb. En la Figura IV.7 – gel c puede 

observarse que se obtuvo un único clon que posee el fragmento deseado.  

A partir del ADN plasmídico del clon seleccionado se llevó a cabo una digestión 

enzimática con KpnI para liberar nuestro fragmento de interés (Figura IV.7 – gel d). En 

particular, se seleccionó la enzima KpnI ya que el pG18mobLK, como se indica en el 

esquema de la Figura IV.7, posee 2 sitios de restricción para KpnI ubicados en los 

extremos del sitio múltiple de clonado y por fuera del sitio SmaI donde se insertó el 

fragmento 5´. A la vez se llevó a cabo la digestión enzimática del plásmido 

pG18mob::II3´::Km con la enzima KpnI para linealizarlo (Figura IV.7 – gel d).  
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Figura IV:7 Esquema general de la estrategia de clonado del fragmento 5´ del gen glnII en el 

plásmido pG18mob::II3´::Km. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los 

fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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Posteriormente, se ligó el plásmido linealizado con el fragmento liberado con KpnI. 

Como resultado de la ligación pueden obtenerse dos posibles orientaciones (Figura IV.8 

– Panel A). Una de ellas con el fragmento insertado en la orientación deseada 

(orientación 1) y otra con el fragmento en la orientación invertida (orientación 2). 

Las colonias obtenidas luego de la transformación se chequeron por PCR utilizando la 

combinación de los cebadores M13(-40) Rv y glnII 5´Rv (ver secuencia Tabla II.3.1). 

Como muestra el esquema de la Figura IV.8 – Panel A al utilizar este par de cebadores 

sólo se obtendrá la amplificación de un fragmento de 495pb en aquellas colonias que 

contengan el fragmento 5´en la orientación deseada (orientación 1).  

En la Figura IV.8 – Panel B se puede observar que como resultado de la PCR con los 

cebadores M13(-40) Rv y glnII 5´Rv se obtuvieron dos colonias con el fragmento 5´en la 

orientación correcta. Se seleccionó una de ellas, se extrajo el ADN plasmídico y se 

confirmó la presencia del fragmento de interés mediante digestión enzimática con la 

enzima EcoRI liberándose un fragmento de 430pb (Figura IV.8 - Panel C). Luego, esta 

construcción se secuenció y se la denominó pFL4169. Finalmente, el plásmido pFL4169 

se transfirió a E. coli S17-1 y se llevó a cabo la conjugación biparental con B. 

diazoefficiens USDA 110 como se describió en el Capítulo II.  

 

Figura IV.8 Mapa esquemático de las orientaciones que se pueden obtener mediante la ligación 

del pG18mob2::II3´::Km y el fragmento II5´ y confirmación de la obtención del vector 

pG18mob2::II3´::Km::II5´. A) Esquema de los posibles resultados de la ligación del 

pG18mob2::II3´::Km y el fragmento 5´del glnII digeridos KpnI. Además, se esquematizan los 

sitios de hibridación de los cebadores M13(-40) Rv y glnII 5´Rv utilizados para los chequeos de 

construcción. A la izquierda se muestra el vector con la orientación 1 (vector deseado) y a la 

derecha, se muestra el vector con la orientación 2 con el fragmento 5´ del glnII invertido. 
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Inicialmente, se seleccionaron los transconjugantes Cmr (resistencia conferida por B. 

diazoefficiens) y Kmr (resistencia conferida por el cassette insertado entre el fragmento 

5´y el 3´). Las colonias transconjugantes obtenidas se repicaron en cajas réplicas Cm-Km 

y Cm-Km-Gm y se seleccionaron aquellas colonias Kmr Gms (indicando la presencia del 

cassette de resistencia a Km pero lo ausencia del plásmido que confiere resistencia Gm). 

Finalmente, la obtención del mutante se chequeó mediante PCR utilizando el cebador 

Cheq_glnII_Fw que hibrida por fuera del sitio de recombinación del extremo 5´del glnII 

y el cebador Km Rv que hibrida en el cassette de resistencia a Km. Como producto de la 

PCR obtuvimos un fragmento de 1100pb (Figura IV.9 – gel a). Para comprobar que la 

recombinación por el extremo 3´ de glnII también se llevó a cabo exitosamente, se 

realizó otra PCR utilizando el cebador Cheq_glnII_Rv que hibrida por fuera del sitio de 

recombinación del extremo 3´del glnII y el cebador Km Fw dando como resultado un 

fragmento de 840 pb (Figura IV.9 – gel b). En ambos casos, se obtuvieron los fragmentos 

esperados, los cuales se purificaron y se secuenciaron de manera de corroborar que la 

inserción se produjo en el lugar del genoma deseado y que efectivamente se obtuvo el 

mutante en el gen glnII el cual se denominó ΔglnII. 

Figura IV.8 – Continuación B) Fragmentos amplificados mediante la PCR con cebadores M13(-40) 

Rv y glnII 5´Rv sobre ADN obtenido por lisis bacteriana de los clones obtenidos de la ligación de 

pG18mob2::II3´::Km y el fragmento 5´. C) Fragmento obtenido por digestión enzimática con EcoRI 

del plásmido pG18mob2::II3´::Km:: II5´ clon 5 que confirma que el clon posee la orientación 1. 
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Figura IV.9 Obtención del mutante ΔglnII por doble recombinación homóloga, y posterior 

confirmación del mismo. En la parte superior de la figura se observa un esquema de la estrategia 

de doble recombinación homóloga y el sector del genoma que se propuso delecionar en la cepa 

salvaje B. diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) así como también el esquema de la región 

génica obtenida luego de la recombinación con la inserción del cassete Kmr que da como 

resultado la cepa mutante en glnII (recuadro celeste). Además, se esquematiza el sitio de 

hibridación de los cebadores Cheq_glnII_Fw/ Km Rv y Cheq_glnII_Rv/ Km Fw utilizados para 

corroborar la obtención del mutante ΔglnII. En la parte inferior se observan las amplificaciones 

obtenidas por PCR con los cebadores Cheq_glnII_Fw/ Km Rv (gel a) y Cheq_glnII_Rv/ Km Fw (gel 

b) que confirman la obtención de la cepa mutante. A los lados del gel se indican los pesos 

moleculares de los fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste). 

glnII 
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IV.2.2 Obtención de cepas mutantes en los genes que codifican para las enzimas 

GSI 

En base a los datos bioinformáticos obtenidos al analizar las secuencias de las GSI y con 

el objetivo de profundizar en el estudio de estas enzimas en B. diazoefficiens USDA 110, 

nos propusimos obtener mutantes en los genes que codifican para las distintas copias 

de GSI: glnA1, glnA2 y un doble mutante glnA1glnA2. Sin embargo, teniendo en cuenta 

algunos resultados observados cuando comenzamos a caracterizar las cepas mutantes 

en glnA que habíamos construido hasta ese momento, y dado que glnA3 pareciera ser 

similar a la GSIII de E. meliloti (al menos se agrupa en el árbol filogenético cerca de glnT), 

nos propusimos también delecionar esta copia aunque no posea las regiones 

características de las GSI. 

Para la obtención de los mutantes de las GSI se llevaron a cabo distintas estrategias. En 

particular, para la deleción de glnA1 se llevó a cabo la estrategia que se muestra en la 

Figura IV.10. Se utilizaron los cebadores glnA1 Fw y glnA1 Rv (ver secuencia en Tabla 

II.3.1) para amplificar, mediante PCR con la enzima PFU polimerasa, un fragmento romo 

de 1708pb que contenía el gen glnA1 completo y parte de las zonas flanqueantes al 

mismo (Figura IV.10 - esquema y gel a). Simultáneamente, se realizó una extracción de 

ADN plasmídico del vector pBlueScriptSK(+) (Stratagene), el cual posee en su sitio 

múltiple de clonado la región de corte para la enzima de restricción EcoRV que nos 

permite obtener un plásmido lineal con extremos romos. El pBlueScriptSK(+) se digirió 

con dicha enzima (Figura IV.10- gel b) y se ligó con el fragmento de extremos romos que 

contenía el glnA1, obteniéndose la construcción pBlue::glnA1. Luego, utilizando los 

sitios de restricción HindIII y XbaI del sitio múltiple de clonado (MCS) del plásmido, se 

liberó el fragmento que había sido inicialmente clonado y se lo transfirió al vector 

pK18mobSacB (Schafer et al., 1994) (que previamente había sido digerido con las 

enzimas HindIII y XbaI) (Figura IV.10- gel c). De esta manera, obtuvimos el vector 

pK18mob::glnA1 conteniendo el gen glnA1 completo.  

Finalmente, a partir de los sitios de restricción XhoI que se encuentran en el interior del 

gen glnA1 se llevó a cabo una nueva digestión enzimática permitiendo la liberación de 

un fragmento de 975pb perteneciente a la región media de dicho gen. Esta digestión y 

posterior re-ligación del plásmido permite mantener dos regiones homólogas al genoma 
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de B. diazoefficiens de 400pb río arriba de la región eliminada y de 333pb río abajo de la 

misma. Estas regiones serán las utilizadas posteriormente para llevar a cabo la doble 

recombinación homóloga que conducirá a la deleción de glnA1 y la obtención de la cepa 

mutante. Se corroboró por PCR, utilizando los cebadores glnA1_Fw y glnA1_Rv, que el 

plásmido pK18mobSacB contenga el gen glnA1 truncado (Figura IV.10- gel d) y 

posteriormente mediante secuenciación. La construcción obtenida se denominó 

pFL4949. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.10 Esquema de la estrategia de clonado para la construcción del vector pFL4949 

empleado para realizar la deleción de glnA1 (blr4949) en B. diazoefficiens USDA 110. A los lados 

del gel se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés (rojo) y del marcador de 

peso molecular (celeste). 
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Figura IV.10 Continuación Esquema de la estrategia de clonado para la construcción del vector 

pFL4949 empleado para realizar la deleción de glnA1 (blr4949) en B. diazoefficiens USDA 110 y 

chequeo de la construcción obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de 

los fragmentos de interés (rojo) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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Una vez obtenido el vector pFL4949 se introdujo en una cepa E. coli S17-1 y se movilizó 

a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugación biparental como se detalla en el 

Capítulo II. La selección de transconjugantes se llevó siguiendo la estrategia descripta 

por Sukdeo y Charles (2003) como se detalla en el inciso II.3.12. Brevemente, se 

seleccionaron los transconjugantes Kmr y se realizó la segunda selección en el medio 

YEM-sacarosa 10% (con el objetivo de inducir la segunda recombinación homóloga). De 

las colonias capaces de crecer en YEM-sacarosa 10% se seleccionaron aquellas Kms-Cmr. 

La deleción de glnA1 se corroboró mediante PCR con cebadores externos a los sitios de 

recombinación Check_glnA1_Fw/Check_glnA1_Rv (ver secuencia en Tabla II.3.1 y 

Figura IV.11) y posteriormente se secuenció verificándose la deleción del gen en el lugar 

correcto. El mutante obtenido se denominó ΔglnA1.  

Figura IV.11 Mapa esquemático del gen glnA1 (blr4949) y confirmación mediante PCR de la 

obtención del mutante glnA1. En la parte superior de la imagen se observa un esquema del sitio 

de hibridación de los cebadores Cheq_glnA1_Fw/Cheq_glnA1_Rv en la cepa salvaje B. diazoefficiens 

USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en glnA1 (recuadro rosa). En la parte inferior se 

observa la amplificación que confirma la obtención de la cepa mutante mediante PCR con los 

cebadores mencionados anteriormente. También se incluye como control la amplificación obtenida 

para la cepa salvaje. A los lados del gel se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés 

(rojo) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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La estrategia utilizada para la obtención del mutante en la copia glnA2 (blr4835) se 

detalla en la Figura IV.12. En primer lugar, se amplificaron por PCR fragmentos 

flanqueantes al gen de interés utilizando los cebadores glnA2 5´Fw/ glnA2 5´Rv 

obteniéndose un fragmento de 270pb río arriba del gen glnA2 (PCR1) y el par de 

cebadores glnA2 3´Fw/ glnA2 3´Rv que amplifican 314pb del extremo 3´del gen glnA2 

(PCR2) (Figura IV.12 - gel a). Las secuencias de los cebadores utilizados se encuentran 

detalladas en la Tabla II.3.1. Estos cebadores fueron diseñados para introducir en el 

extremo 5´ del cebador Reverse de la PCR1 una secuencia sintética de 21 nucleótidos y 

en el extremo 5´ del cebador Forward de la PCR2 la secuencia sintética complementaria. 

Estas secuencias complementarias, a su vez, tienen incluido un sitio de corte para la 

enzima de restricción BamHI.  

Una vez obtenidos los productos de las PCR1 y PCR2, los mismos se utilizaron en 

cantidades iguales como ADN molde para llevar a cabo una tercer PCR (PCR3) utilizando 

la combinación de cebadores glnA2 5´Fw/ glnA2 3´Rv. El producto final obtenido (de 

576pb) contiene la región río arriba del gen a delecionar unido por la secuencia sintética 

a la región 3´ del mismo (Figura IV.12 - gel b). A partir del fragmento de la PCR3 se llevó 

a cabo la digestión enzimática del mismo utilizando las enzimas de restricción EcoRI y 

HindIII cuyos sitios de corte fueron adicionados en los cebadores glnA2 5´Fw y glnA2 

3´Rv, respectivamente. En simultáneo, se llevó a cabo la misma digestión enzimática 

sobre el vector suicida en rizobios pG18mob2 (Kirchner et al., 2003) que contiene los 

sitios de corte para dichas enzimas en el sitio múltiple de clonado (Figura IV.12 - gel c). 

Posteriormente, se procedió con la ligación del plásmido y el fragmento, obteniéndose 

como resultado el vector pG18mob::glnA2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo IV                                                                                            Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

124 
 

 

 

Como mencionamos previamente, la secuencia sintética amplificada contiene un sitio 

de corte para la enzima BamHI que se encuentra ubicado en la región media entre las 

dos secuencias homólogas al genoma de B. diazoefficiens amplificadas en las PCR1 y 

Figura IV.12 Esquema de la estrategia de clonado para la construcción del vector pFL4835 

empleado para realizar la deleción de glnA2 (blr4835) en B. diazoefficiens USDA 110 y en la cepa 

mutante ΔglnA1. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos de 

interés (bordó) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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PCR2. Utilizando este sitio de corte, clonamos entre las secuencias de la PCR1 y la PCR2 

el omegón que confiere resistencia a Estreptomicina (Str)/Espectinomicina (Sp) (que 

previamente había sido digerido con la misma enzima de restricción BamHI del vector 

pHPΩ45).  

La construcción obtenida fue corroborada por PCR utilizando los cebadores Str/Sp y M13 

(-40) Rv (la secuencia de los cebadores se detalla en Tabla II.3.1) (Figura IV.12 - gel d) y 

posteriormente secuenciado. El plásmido se denominó pFL4835. 

 

 

 

Una vez obtenido el vector pFL4835 se introdujo en la cepa E. coli S17-1 por 

transformación y luego se movilizó a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una 

conjugación biparental. La selección de transconjugantes se llevó a cabo en medio YEM 

suplementado con Str y Sp. Aquellas colonias resultantes de la conjugación resistentes 

Figura IV.12 Continuación Esquema de la estrategia de clonado para la construcción del vector 

pFL4835 empleado para realizar la deleción de glnA2 (blr4835) en B. diazoefficiens USDA 110 

y en la cepa mutante ΔglnA1. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los 

fragmentos de interés (bordó) y del marcador de peso molecular (celeste). 



Capítulo IV                                                                                            Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

126 
 

a Str y Sp se repicaron en cajas réplicas de YEM-Str y YEM-Gm. Aquellos clones Strr/Gms 

podrían ser el resultado de una doble recombinación homóloga donde se haya 

delecionado el gen glnA2 y en su lugar, se haya introducido en el genoma el omegón 

Str/Sp. La verificación de la obtención de la cepa mutante ΔglnA2 se llevó a cabo sobre 

estos clones Strr/Gms mediante PCR utilizando la combinación de cebadores externos a 

los sitios de recombinación y el cebador Str/Sp (Cheq_glnA2_Fw/Str/Sp y 

Cheq_glnA2_Rv/ Str/Sp – secuencias detalladas en Tabla II.3.1) (Figura IV.13 - gel a). 

Finalmente, se corroboró la mutación por secuenciación y la cepa obtenida se denominó 

ΔglnA2. 

Para la construcción del doble mutante ΔglnA1ΔglnA2 se utilizó la cepa de E. coli S17-1 

que contiene el plásmido pFL4835 y se llevó a cabo una conjugación biparental con la 

cepa mutante ΔglnA1. El procedimiento para la obtención y chequeo de la cepa mutante 

doble se realizó de la misma manera que se describió previamente para obtener la cepa 

mutante ΔglnA2 (Figura IV.13- gel b). 

Por último, para obtener la cepa mutante en glnA3 (bll1069) se utilizó también la misma 

estrategia de doble recombinación homóloga descripta para el mutante glnA2 (Sukdeo 

y Charles, 2003) que se describe en el Capítulo II.3.12. La Figura IV.14 muestra el 

esquema general de clonado utilizado. Para la PCR1 se utilizaron los cebadores glnA3 

5´Fw/ glnA3 5´Rv obteniéndose un fragmento de 427pb y para la PCR2 se utilizó el par 

de cebadores glnA3 3´Fw/ glnA3 3´Rv para amplificar 472pb río abajo del gen glnA3 

(Figura IV.14, gel a). Las secuencias de los cebadores utilizados se encuentran detalladas 

en la Tabla II.3.1. La PCR3 se llevó a cabo con los cebadores glnA3 5´Fw/ glnA3 3´Rv y se 

obtuvo un producto final de 899pb que contiene la región río arriba del gen a delecionar 

unido por la secuencia sintética a la región río abajo del mismo (Figura IV.14, gel b).  

La amplificación de este fragmento se llevó a cabo utilizando la enzima PFU ADN 

polimerasa para obtener un producto con extremos romo. Finalmente, el fragmento se 

clonó en el vector pK18mobSacB, que previamente había sido digerido con la enzima de 

restricción SmaI. La obtención de la construcción deseada se chequeó por 

secuenciación. El plásmido resultante se denominó pFL1069. 
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Figura IV.13 Mapa esquemático del gen glnA2 (blr4835) y confirmación mediante PCR de la 

obtención del mutante ΔglnA2 y del doble mutante ΔglnA1ΔglnA2. En la parte superior de la 

imagen se muestra un esquema de la región genómica donde se inserta el ΩStr/Sp y los cebadores 

Cheq_glnA2_Fw, Cheq_glnA2_Rv y Str/Sp. En la parte inferior se observa la amplificación 

mediante PCR con las combinaciones de cebadores Cheq_glnA2_Fw/ Str/Sp y Cheq_glnA2_Rv/ 

Str/Sp que confirma la obtención de la cepa mutante ΔglnA2 (gel a) y la obtención de la doble 

mutante ΔglnA1ΔglnA2 (gel b). A los lados del gel se indican los pesos moleculares de los 

fragmentos de interés (rosa) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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La construcción pFL1069 se introdujo en una cepa E. coli S17-1 por transformación y se 

movilizó a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugación biparental como se 

describe en el Capítulo II. La selección de transconjugantes se llevó a cabo como se 

describió previamente en el Capítulo II.3.12. Finalmente, la deleción de gen glnA3 se 

corroboró mediante PCR con cebadores externos a los sitios de recombinación 

Check_glnA3_Fw/ Check_glnA3_Rv (ver secuencia en Tabla II.3.1) (Figura IV.15). La cepa 

obtenida se denominó ΔglnA3. 

Figura IV.14 Esquema de la estrategia de clonado utilizada para la construcción del vector 

pFL1069 empleado para realizar la deleción de glnA3 (bll1069) en B. diazoefficiens USDA 110. A 

los lados del gel se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés (bordó) y del 

marcador de peso molecular (celeste). 
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Figura IV.15 Mapa esquemático del gen glnA3 (bll1069) y confirmación mediante PCR de la 

obtención del mutante ΔglnA3. En la parte superior de la imagen se observa un esquema del sitio 

de hibridación de los cebadores Cheq_glnA3_Fw/ Cheq_glnA3_Rv en la cepa salvaje B. 

diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en glnA3 (recuadro celeste). En la 

parte inferior se observa la amplificación que confirma la obtención de la cepa mutante mediante 

PCR con los cebadores mencionados anteriormente. También se incluye como control la 

amplificación obtenida para la cepa salvaje. A los lados del gel se indican los pesos moleculares de 

los fragmentos de interés (bordó) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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De manera simultánea a la obtención de estas cepas mutantes, llevamos a cabo varios 

ensayos de conjugación para obtener un doble mutante en los genes glnA1 y glnII 

utilizando como cepa receptora la mutante ΔglnA1 y como donora la cepa E. coli S17-1 

(pFL4169). Carlson y col. (1987) demostraron que para lograr obtener el doble mutante 

en los genes glnA1 y glnII en B. diazoefficiens USDA 110 era necesario suplementar el 

medio utilizado durante todos los pasos con 10 mM de glutamina. Teniendo en cuenta 

esta aclaración, utilizamos varias estrategias para favorecer la deleción del gen glnII en 

la cepa ΔglnA1, como por ejemplo, suplementar el medio YEM con distintas 

concentraciones de glutamina o con mayores cantidades de extracto de levadura. Sin 

embargo, a pesar de los múltiples intentos no fue posible obtener una cepa doble 

mutante ΔglnA1ΔglnII lo que nos sugiere que estos dos genes son fundamentales para 

el metabolismo de N de nuestra bacteria de estudio. 

 

IV.3 Resumen y discusión 

B. diazoefficiens, como muchas otras bacterias del orden Rhizobiales, posee dos 

isoformas de las enzimas GS: GSI y GSII. A lo largo del presente Capítulo describimos la 

presencia de varias copias del gen glnA en el genoma de B. diazoefficiens USDA 110 

(Kaneko et al., 2002), las que fueron nombradas como glnA1 (ORF blr4949), glnA2 (ORF 

blr4835), glnA3 (ORF bll1069) y glnA4 (ORF blr2084). La copia codificada por el ORF 

blr4949 se denominó glnA1 debido a homología de secuencia con glnA de E. coli (Carlson 

et al., 1985). Las restantes copias de GSI fueron denominadas al azar. Por otra parte, la 

búsqueda en bases de datos del gen glnII arrojó un único resultado que corresponde al 

ORF blr4169 (Figura IV.1). 

A partir del análisis de sitios a través del servidor ScanProsite pudimos determinar que 

sólo las secuencias de GlnA1, GlnA2 y GSII presentaban las regiones características para 

una enzima glutamino sintetasa (Figura IV.2). Por otra parte, mediante un análisis de 

dominios con el programa Pfam, pudimos detectar que estas mismas copias GlnA1, 

GlnA2 y GSII poseen dos dominios definidos, un N terminal de plegamiento y un C 

terminal catalítico, mientras que las copias GlnA3 y GlnA4 solamente presentan el 

dominio catalítico (Figura IV.3). 
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Además, al comparar las secuencias proteicas utilizando el servidor Blastp pudimos 

detectar que el porcentaje de identidad entre GlnA1 y GlnA2 es de un 53%, mientras 

que GlnA1 con GlnA3 y con GlnA4 tan sólo tienen un 29% y un 26% de identidad 

respectivamente (Figura IV.4). Estos resultados son coincidentes con los modelados 

obtenidos mediante el servidor Phyre2 donde encontramos una mayor similitud entre 

la estructura predicha para las copias GlnA1 y GlnA2 (Figura IV.5).  

Finalmente, el análisis del árbol filogenético de las glutamino sintetasas de B. 

diazoefficiens USDA 110 determinó que las copias glnA1 y glnA2 se encuentran ubicadas 

dentro de un mismo cluster, mientras que las copias glnA3 y glnA4 se encuentran en un 

cluster diferente y distante de las copias glnA1 y glnA2 (Figura IV.6). 

Los resultados obtenidos mediante el análisis bioinformático en su conjunto nos 

conducen a pensar que GlnA1 y GlnA2 son parte de la misma familia de la isoforma GSI, 

mientras que las copias GlnA3 y GlnA4 podrían estar formando parte de una familia de 

glutamino sintetasas diferente. De todas maneras, a pesar de tener tan poca identidad 

en relación a GlnA1, y de no poseer ni las regiones ni los dominios característicos, estas 

2 últimas copias podrían ser funcionales como ocurre en aquellos organismos con GSIII. 

Para estudiar en profundidad el posible rol de estas enzimas obtuvimos, mediante 

diversas estrategias, cepas mutantes en las copias glnA1, glnA2, glnA3 y un doble 

mutante glnA1glnA2. Considerando los resultados obtenidos a partir del análisis in sílico 

de las secuencias de estas proteínas y de la filogenia, decidimos no estudiar la copia 

glnA4, ya que este gen no pareciera codificar una enzima GS. Así, solamente obtuvimos 

cepas mutantes en las demás copias mencionadas. En este punto es importante resaltar 

que, cuando comenzamos con el presente trabajo de Tesis, las bases de datos arrojaban, 

como hemos mencionado anteriormente, la presencia de las 4 copias de glnA. Sin 

embargo, con actualizaciones más recientes de estas mismas bases, ya no es posible 

obtener como resultado la presencia de 4 copias de glnA, sino que sólo obtenemos las 

copias glnA1 y glnA2 (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Ni glnA3 ni glnA4 aparecen 

ahora anotadas como posibles glutamino sintetasas. 

Adicionalmente, en el presente capítulo describimos la estrategia utilizada para obtener 

el mutante en el gen glnII, que codifica para la isoforma GSII, que habíamos comenzado 

durante mi Trabajo Final de Licenciatura (Lamelza, 2013). Por último, también 

realizamos varios intentos para obtener para obtener el doble mutante glnA1glnII, pero 
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lamentablemente no obtuvimos resultados positivos. Probablemente, considerando la 

importancia que tienen estos genes en la asimilación de N de la bacteria, la deleción de 

ambos resulte letal. 

La caracterización fenotípica de los mutantes obtenidos en las distintas GS se 

desarrollará en el Capítulo V. 
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Introducción 

Como mencionamos en los Capítulos anteriores, las GS son enzimas clave dentro del 

metabolismo de N de los rizobios ya que son las responsables de llevar a cabo la 

asimilación de NH4
+ durante su crecimiento en vida libre. La activación de GSI y la 

expresión de GSII, dependen de las cantidades de α-cetoglutarato y glutamina 

intracelulares, es decir, de la relación C/N intracelular (Darrow et al., 1981; Martin et al., 

1988). Cuando esta relación es alta, debido a la escasez de N en el medio de cultivo, la 

isoforma GSI es deadenilada (activada) y la expresión del glnII se induce (Darrow, 1980; 

Fuchs et al., 1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988), con el fin de incrementar la 

asimilación de NH4
+ y restituir los niveles intracelulares de glutamina. 

En el Capítulo IV describimos las diversas estrategias de biología molecular utilizadas 

que nos permitieron obtener las cepas mutantes de B. diazoefficiens USDA 110 en las 

copias de los genes que codifican para la isoforma GSI: ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA3 y la doble 

mutante ΔglnA1ΔglnA2; al igual que el mutante en la isoforma GSII: ΔglnII. El siguiente 

paso consiste en intentar dilucidar si todas estas enzimas GS están involucradas en la 

asimilación de NH4
+ en B. diazoefficiens y, si es así, cuál es el rol que cumple cada una de 

ellas.  

De esta manera, a lo largo del presente capítulo nos propusimos evaluar la respuesta de 

las cepas mutantes obtenidas en condiciones de escasez y de exceso de N. Aquellos 

mutantes que muestren un fenotipo diferencial nos brindarán un indicio concreto del 

rol de estas enzimas en la asimilación de N. La caracterización fenotípica de las cepas 

mutantes se llevará a cabo determinando las cinéticas de crecimiento, la medida de 

actividad enzimática GS y cuantificaremos los niveles relativos de transcriptos de las 

diversas copias que codifican para las GS. Estos ensayos se realizarán en las variantes del 

medio Evans que han sido formulados en el Capítulo III, para obtener relaciones C/N 

que nos permitan analizar condiciones de exceso y de limitación de N. 

 

V.1 Rol de las enzimas GS en el crecimiento bacteriano 

Para comenzar la caracterización de las diferentes copias de las GS de B. diazoefficiens, 

evaluamos el fenotipo de las cepas mutantes ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA3, ΔglnII y del doble 

mutante ΔglnA1ΔglnA2 mediante la determinación de sus cinéticas de crecimiento en 
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cultivos batch. Utilizamos el medio Evans NG (conteniendo como fuentes nitrogenadas 

NH4Cl y glutamato y con una relación C/N baja=6,8) para evaluar una condición con 

exceso de N, y los medios Evans Glutamato y Evans NH4
+ (ambos con relación C/N 

alta=70) para evaluar condiciones con escasez de N utilizando como fuente nitrogenada 

únicamente glutamato de sodio o NH4Cl, respectivamente. Para los tres medios, la 

fuente de C utilizada fue manitol, y las formulaciones detalladas de cada uno los medios 

se muestran en el Capítulo II.2.2. Las cepas mutantes y la parental se cultivaron en cada 

uno de los medios anteriormente mencionados a 28°C y a 180 rpm durante 11 días, y 

diariamente se determinó su biomasa total por la medida de DO500nm y se estimó el 

número de células viables por recuento en placa de las UFC.ml-1 (Figura V.1).  

Los resultados obtenidos demostraron que ninguna de las cepas mutantes evaluadas se 

ve afectada ni en su velocidad de crecimiento ni en la biomasa final alcanzada en 

relación al comportamiento de la cepa parental cuando se cultivaron en un medio con 

exceso de N como es el Evans NG (Figura V.1 – Paneles A y B). 

 

 

 

Figura V.1 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (○) ΔglnA1, (△) ΔglnA2, (□) 

ΔglnA1ΔglnA2, (x) ΔglnA3 y (★) ΔglnII en comparación con la cepa parental B. diazoefficiens 

USDA 110 (●) en el medio Evans NG. La cinética se llevó a cabo a 28°C con agitación a 180 rpm. En 

el Panel A se muestra la biomasa total estimada por la medida de la densidad óptica a 500nm 

(DO500nm); en el Panel B se muestra la estimación de células viables por recuento en placa de las 

unidades formadoras de colonias por ml de cultivo (UFC.ml-1). Los datos corresponden a un 

ensayo representativo de dos réplicas biológicas independientes con igual tendencia. La 

desviación estándar en los gráficos de UFC.ml-1 se obtuvo a partir de al menos 10 réplicas técnicas 

de un ensayo biológico. El eje Y se presenta en escala logarítmica. 

A) B) 
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Considerando la importante función que estas enzimas cumplen en el metabolismo de 

N, es posible que el efecto de la mutación de las diferentes copias, se observe en una 

condición de estrés de la fuente nitrogenada. Para ello, evaluamos el crecimiento de las 

cepas mutantes en condiciones limitantes de N como Evans Glutamato (Figura V.2 - 

Paneles A y B) y Evans NH4
+ (Figura V.2 - Paneles C y D). 

A) B) 

Figura V.2 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (○) ΔglnA1, (△) ΔglnA2, (□) 

ΔglnA1ΔglnA2 (x) ΔglnA3 y (★) ΔglnII en comparación con la cepa parental B. diazoefficiens 

USDA 110 (●) cultivadas en los medios Evans Glutamato (A y B), Evans NH4+ (C y D) y Evans Bajo 

N (E). Las cinéticas se llevaron a cabo a 28°C con agitación a 180 rpm. En los paneles A, C y E se 

muestra la biomasa total estimada por densidad óptica a 500 nm (DO500nm) y en los paneles B y D 

la estimación de células viables por recuento en placa de las unidades formadoras de colonias por 

ml de cultivo (UFC.ml-1). Los datos corresponden a un ensayo representativo de dos réplicas 

biológicas independientes con igual tendencia. La desviación estándar en los gráficos de UFC.ml-

1 se obtuvo a partir de al menos 10 réplicas técnicas de un ensayo biológico. 

A) B) 

C) D) 

E) 
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Llamativamente, en estas condiciones tampoco se observaron diferencias en las curvas 

de crecimiento de los mutantes en relación al crecimiento de la cepa salvaje. En base a 

estos resultados nos preguntamos entonces si la ausencia de alguna de las GSs sólo se 

pone de manifiesto en condiciones drásticas de crecimiento, por lo que evaluamos, a 

modo de prueba, las cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes en el medio de 

Evans Bajo N (limitado drásticamente en NH4Cl, con una relación C/N=3.333). 

Nuevamente pudimos observar que no existen diferencias significativas en el 

comportamiento de ninguna de las cepas mutantes en relación a la cepa salvaje, ni en 

velocidad de crecimiento ni en biomasa final alcanzada (Figura V.2 - Panel E). 

Los resultados obtenidos hasta aquí, muestran que ninguna de las copias o isoformas de 

GS es fundamental por sí sola para el crecimiento de la bacteria en ninguno de los 

medios de cultivos evaluados. En particular, la capacidad de la cepa ΔglnII de crecer igual 

que la cepa salvaje en medios con escasez de N, como son el Evans NH4
+ y el Evans 

Glutamato, nos resultó muy llamativa ya que, como ha sido ampliamente reportado, la 

expresión del gen glnII se induce ante una limitación de N (Carlson et al., 1987). Sin 

embargo, nuestros datos sugieren que dicha isoforma no es esencial para el crecimiento 

de la bacteria en limitación de dicho nutriente, probablemente debido a la existencia de 

las múltiples copias de GSI que probablemente se encuentren remplazándola en esta 

condición. 

 

V.2 Análisis de las glutamino sintetasas en medios limitados en N 

La respuesta al estrés por N (NSR) involucra cambios en la fisiología bacteriana que 

tienen como objetivo final aumentar la asimilación de N en condiciones en las que dicho 

nutriente se encuentra limitado. Esta respuesta consiste en la activación de una cascada 

de proteínas que finalmente culmina con la activación de las proteínas GSI y la inducción 

de la transcripción de glnII. Por lo tanto, es posible que el crecimiento bacteriano no se 

vea afectado ante la falta de alguna de estas enzimas por la activación de otra GS que 

suplante la función de la proteína faltante. Con el objetivo de confirmar esta hipótesis, 

procedimos a medir la actividad enzimática de estas proteínas para observar si existen 

diferencias entre los distintos mutantes. 
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V.2.1 Evaluación de la actividad enzimática GS  

La actividad de la enzima GS puede determinarse mediante dos métodos. Uno de ellos, 

el método -glutamiltransferasa (Bender et al., 1976), es un método colorimétrico 

ampliamente utilizado, que permite detectar, mediante una reacción indirecta, la 

actividad específica total de la enzima: 

 

 

 

La enzima GS puede utilizar como cofactores tanto Mg+2 o Mn+2. Así, se ha observado 

que cuando a la mezcla de reacción se le adiciona Mg+2, sólo las subunidades no 

adeniladas de GSI son activas, mientras que en presencia de Mn+2 es posible detectar la 

actividad de GSII como de GSI en sus formas adenilada y deadenilada o sea la actividad 

total de la enzima (Shapiro y Stadtman 1970; Darrow y Knotts, 1977; Carlson et al., 

1985).  

A pesar de que este método es el más utilizado y aceptado, los resultados que obtuvimos 

al adicionar Mg+2 a la mezcla de reacción, no resultaron reproducibles, por lo que no se 

mostrarán en este trabajo. 

Otra particularidad de estas enzimas, que ya mencionamos en el Capítulo I, es la 

diferencia de sensibilidad que poseen frente al calor, siendo GSI estable a 50 °C mientras 

que GSII no lo es (Darrow y Knotts, 1977; Darrow, 1980; Carlson et al., 1985). Teniendo 

en cuenta esta característica es posible determinar la actividad total de GSI, mediante 

el calentamiento de la muestra durante una hora a 50 °C. Sin embargo, nuevamente en 

nuestros ensayos nunca pudimos detectar actividad enzimática cuando calentamos la 

muestra a esa temperatura. Más aún, realizamos distintas pruebas cambiando la 

temperatura y el tiempo de calentamiento, y sin embargo nunca obtuvimos valores de 

actividad.  

Por lo tanto, con el método -glutamiltransferasa solamente fue posible obtener 

medidas de la actividad enzimática total de GS, activa e inactiva. 
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El segundo método de detección de la actividad enzimática es el método biosintético 

(Shapiro y Stadtman, 1970 con algunas modificaciones), y determina la actividad GS a 

partir de la reacción directa de asimilación de NH4
+: 

 

 

 

En este caso la mezcla de reacción ya contiene Mg+2, por lo que las medidas obtenidas 

representan la cantidad total de GS activa. 

En primer lugar, decidimos analizar la actividad GS de las cepas mutantes mediante el 

método -glutamiltransferasa cuando éstas se cultivan en medios con limitación de N. 

Esta determinación se llevó a cabo como se describe en el Capítulo II.5.1 a partir de 

cultivos de 5 días en los medios Evans NH4
+ y Evans Glutamato de las cepas mutantes 

ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA3, ΔglnII y ΔglnA1ΔglnA2 y de la cepa salvaje B. diazoefficiens 

USDA 110.  

Sorprendentemente, pudimos observar que, con el método -glutamiltransferasa, no es 

posible detectar actividad enzimática GS en la cepa mutante ΔglnA1 (Figura V.3). 

Figura V.3 Medida de la actividad enzimática GS mediante el método -glutamiltransferasa de las 

cepas ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA1ΔglnA2, ΔglnA3 y ΔglnII en comparación con la cepa salvaje B. 

diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans NH4+ (A) y Evans Glutamato (B). La medida 

de la actividad GS fue determinada a partir de cultivos de 5 días de crecimiento por la reacción -

glutamil transferasa. Los datos se expresan como nmoles de hidroxamato formado.min-1.mg de 

proteínas totales-1. Las columnas representan el promedio y las barras la desviación estándar de 

3 ensayos biológicos independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. (nd) indica que 

no fue posible detectar actividad enzimática. Las letras iguales o la ausencia de letras indican que 

no hay diferencias significativas con p < 0,01 en un análisis de varianza utilizando el test de 

Tukey. 

A) B) 
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Este resultado nos resultó muy interesante debido a que, según se describe en 

bibliografía, este método permite medir la actividad de las isoformas GSI y GSII (Darrow, 

1980). Sin embargo, como mostraremos a lo largo de este capítulo, para aquellas cepas 

que tienen delecionada la copia glnA1 (blr4949), es decir tanto para ΔglnA1 como para 

ΔglnA1ΔglnA2, no fue posible detectar la actividad enzimática en ninguno de los medios 

evaluados. Es necesario señalar que la actividad GSII fue medida anteriormente por 

investigadores del grupo de Trabajo, en otras condiciones de cultivo y de trabajo 

experimental (López-García y col., 2001). Por ello, a lo largo de los dos primeros años de 

este trabajo de Tesis Doctoral, realizamos múltiples intentos por encontrar una 

condición en la cual sea posible determinar la actividad enzimática GSII de estas cepas 

variando PH, temperaturas, soluciones, tiempos de reacción, reactivos, etc. Sin 

embargo, y lamentablemente, no fue posible encontrar una condición óptima para 

detectar actividad GS en las cepas ΔglnA1 o ΔglnA1ΔglnA2 utilizando el método -

glutamiltransferasa. Esto nos indica que, al menos en las condiciones utilizadas para 

llevar a cabo este ensayo, éste método sólo nos permite determinar la actividad 

enzimática de la isoforma GSI, y en particular de la copia GlnA1.  

Teniendo presente esta consideración, al analizar la actividad GS mediante el método -

glutamiltransferasa observamos que, en el medio Evans NH4
+, la mutante ΔglnA2 

presentó una leve (pero estadísticamente significativa con p<0,01) disminución de la 

actividad con respecto a la cepa salvaje (Figura V.3- Panel A). Sin embargo, en presencia 

de glutamato como única fuente nitrogenada el fenotipo de la mutante ΔglnA2 fue 

similar al de la cepa salvaje (Figura V.3- Panel B). Esto nos sugiere que GlnA2 podría 

estar interviniendo de alguna manera, aún no descripta, para que GlnA1 lleve a cabo su 

actividad sólo en presencia de NH4
+. 

Como ya hemos mencionado en capítulos anteriores, el glutamato y el NH4
+ se 

metabolizan de maneras diferentes: el NH4
+ una vez que ingresa al interior celular se 

asimila mediante la acción de la GS para dar glutamina; el glutamato, en cambio, en B. 

diazoefficiens parecería ser metabolizado inicialmente por una NAD-GDH que cataliza la 

conversión de dicho compuesto a una molécula de -cetoglutarato y una de NH4
+ que 

serán luego utilizados según las necesidades metabólicas de la bacteria. Alguna de estas 

diferencias metabólicas probablemente sea la responsable de activar o inactivar la 
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función de GlnA2 frente a una fuente de N y no frente a la otra. Sin embargo, los 

resultados obtenidos en este trabajo no son suficientes para esclarecer esta regulación. 

Por otra parte, al analizar la actividad de las cepas ΔglnA3 y ΔglnII observamos que no 

tienen diferencias significativas en relación a la cepa salvaje cuando se cultivan en Evans 

Glutamato (Figura V.3 - Panel B), indicando que ni la falta de la copia GlnA3 ni la falta 

de GSII afectan la actividad GlnA1 en dicho medio.  

En el caso de la actividad GS medida en la cepa ΔglnII cultivada en Evans NH4
+, los 

resultados muestran un leve aumento de la actividad GlnA1 (Figura V.3 – Panel A). Sin 

embargo, estos datos no presentaron diferencias estadísticamente significativas con 

respecto a la cepa parental con un análisis de varianza con p <0,01 ni p<0,05. Este 

fenotipo observado en la mutante ΔglnII nos lleva a pensar que la ausencia de GSII 

podría estar produciendo un aumento en la actividad de GlnA1.  

En concordancia con estos resultados, cuando analizamos mediante el mismo método 

el fenotipo de la cepa ΔglnII en un medio con extrema escasez de NH4
+, como es el medio 

Evans Bajo N, efectivamente pudimos confirmar que el aumento de la actividad de 

GlnA1 se exacerba y la diferencia se vuelve estadísticamente significativa (Figura V.4).  

 

Figura V.4 Medida de la actividad enzimática GS mediante el método -glutamiltransferasa de las 

cepas ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA1ΔglnA2 y ΔglnII en comparación con la cepa salvaje B. 

diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans Bajo N. La medida de la actividad GS fue 

determinada a partir de cultivos de 5 días de crecimiento por la reacción -glutamil transferasa. 

Los datos se expresan como nmoles de hidroxamato formado.min-1.mg de proteínas totales-1. Las 

columnas representan el promedio y las barras la desviación estándar de 3 ensayos biológicos 

independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. (nd) indica que no fue posible 

detectar actividad enzimática.  (nm) indica que no fue medida la actividad enzimática en dicha 

cepa. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas con p < 0,01 en un análisis 

de varianza utilizando el test de Tukey. 
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Esto podría indicar que la ausencia de GSII en un medio muy limitado en NH4
+, podría 

estar siendo reemplazada por GlnA1. Por su parte, la mutante ΔglnA2 presentó menor 

actividad que la cepa salvaje, sugiriendo nuevamente la participación de esta copia en 

presencia de NH4
+. 

Debido a la imposibilidad encontrada de medir la actividad GlnA1 con el método -

glutamiltransferasa, decidimos evaluar la actividad enzimática mediante el método 

biosintético. Esta determinación se llevó a cabo a partir de las mismas muestras de 

bacterias cultivadas en Evans NH4
+ y Evans Glutamato utilizadas para el ensayo -

glutamiltransferasa descripto anteriormente.  

En la Figura V.5 se puede observar, en primer lugar, que a diferencia de lo ocurrido con 

el ensayo -glutamiltransferasa, en todas las cepas mutantes fue posible detectar 

actividad enzimática. Además, al analizar las cepas de manera individual encontramos 

que, tanto en el medio Evans NH4
+ (Figura V.5 - Panel A) como en el medio Evans 

Glutamato (Figura V.5 – Panel B), ΔglnA1 y ΔglnA1ΔglnA2 presentaron una menor 

actividad GS en relación a la obtenida para la cepa parental.  

En el caso de las cepas cultivadas en Evans Glutamato la disminución en la cepa doble 

mutante pareciera ser exclusivamente debido a la ausencia de GlnA1 ya que al evaluar 

la cepa ΔglnA2 no encontramos diferencias significativas con respecto a la cepa salvaje 

(Figura V.5 – Panel B). Por el contrario, en presencia de NH4
+, ΔglnA2 también se ve 

afectada presentando menor actividad GS total (Figura V.5 – Panel A). Estos resultados 

son coincidentes con lo observado a través del método -glutamiltransferasa (Figura 

V.3), por lo que podemos hipotetizar que GlnA2 se encuentra regulando de alguna 

manera en la actividad de GlnA1, pero sólo en medios que contienen NH4
+. 

Adicionalmente, estos resultados indican que las copias GlnA1 y GlnA2 de la isoforma 

GSI son relevantes cuando las condiciones de N son limitantes, a pesar de que los datos 

bibliográficos hacen hincapié en el importante rol de GSII en estas condiciones (Darrow, 

1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988).  
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Por otra parte, los datos obtenidos al evaluar la actividad de la cepa ΔglnA1 en Evans 

NH4
+ y en Evans Glutamato (Figura V.5), nos indican que la enzima que está activa en 

esas condiciones posee una menor actividad específica. Sin embargo, aún con esos 

valores de actividad, esta cepa mutante puede lograr un crecimiento semejante al de la 

cepa salvaje (Figura V.2). 

Finalmente, al igual que en el ensayo -glutamiltransferasa, la deleción de la copia glnA3 

y de glnII no afectan la actividad GS total de la bacteria en ninguno de los medios 

evaluados. Como ya discutimos anteriormente en este capítulo, hubiéramos esperado 

un descenso en la actividad GS para la cepa mutante ΔglnII dada la importancia de esta 

isoforma en condiciones limitantes de N. Sin embargo, estos resultados son coincidentes 

con las cinéticas de crecimiento donde tampoco apreciamos que la falta de GSII tenga 

consecuencias sobre el crecimiento de la bacteria cuando se enfrenta a condiciones 

adversas de limitación de N (Figura V.2). Podríamos hipotetizar entonces que, en este 

caso, la copia de GSI que se encuentre reemplazando la función de la isoforma GSII, 

posee una mayor actividad específica que en la cepa salvaje. 

B) A) 

Figura V.5 Medida de la actividad enzimática GS mediante el método biosintético de las cepas 

ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA1ΔglnA2, ΔglnA3, y ΔglnII en comparación con la cepa salvaje B. 

diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans NH4+ (A) y Evans Glutamato (B). La medida 

de la actividad GS fue determinada a partir de cultivos de 5 días de crecimiento por el método 

biosintético. Los datos se expresan como DO500nm.min-1.mg de proteínas totales-1 Las columnas 

representan el promedio y las barras la desviación estándar de 3 ensayos biológicos 

independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. (nd) indica que no fue posible detectar 

actividad enzimática. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas con p < 0,01 

en un análisis de varianza utilizando el test de Tukey. 
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V.2.2 Análisis de expresión de las distintas copias de GS  

En base a los datos obtenidos mediante los ensayos de actividad enzimática, nos 

preguntamos si las diversas glutamino sintetasas que encontramos en B. diazoefficiens 

podrían estar reemplazándose unas a otras. Para intentar responder esta incógnita 

decidimos evaluar la expresión relativa de las distintas copias de GSI y de GSII en los 

mutantes ΔglnA1 y ΔglnII. En esta ocasión, seleccionamos evaluar inicialmente sólo 

estas dos cepas mutantes ya que, por un lado, GSII es la única copia de esta isoforma en 

B. diazoefficiens y por otro, GlnA1 es la copia de la isoforma GSI que se ha descripto 

inicialmente y que se encuentra más conservada tanto en su secuencia como de su 

entorno génico en relación el resto de las GSI procariotas. Además, se ha descripto 

previamente que cuando se delecionan simultáneamente glnA1 y glnII, B. diazoefficiens 

sólo es capaz de crecer si se adiciona al medio de cultivo glutamina, indicando que estas 

copias serían fundamentales para el metabolismo de N (Carlson et al., 1987). 

Los análisis de expresión se llevaron a cabo cultivando las cepas ΔglnA1 y ΔglnII y la cepa 

salvaje B. diazoefficiens USDA 110 durante 5 días en los medios Evans NH4
+ y Evans 

Glutamato a 28 °C y a 180 rpm. A partir de estos cultivos, se extrajo el ARN total de los 

rizobios y se obtuvo el ADNc como se describe en el Capítulo II. Para la reacción de PCR 

cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR), se diseñaron cebadores específicos para 

amplificar una región de los genes glnA1 (blr4949), glnA2 (blr4835), glnA3 (bll1069), 

glnA4 (blr2084) y glnII (blr4169). Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla II.3.2.  

Este ensayo se llevó a cabo utilizando el método ΔΔCt (Capítulo II.3.8), a partir del cual 

comparamos los niveles de transcriptos de las distintas copias de GS y las normalizamos 

con los transcriptos de la cepa salvaje, utilizando como control de ambas cepas un gen 

de expresión constitutiva. Los valores obtenidos se representan como el fold change, el 

cual indica cuántas veces aumenta o disminuye la expresión de un mismo transcripto en 

la cepa mutante comparado con la cepa salvaje. En este sentido, optamos por considerar 

como sobreexpresados aquellos genes cuyo fold change sea mayor o igual a 2 y como 

inhibidos aquellos con fold change menor o igual a -2. 

La Figura V.6 muestra los resultados de expresión obtenidos al cultivar las cepas en 

Evans NH4
+. Como puede observarse en la cepa ΔglnA1 no hay modificaciones en los 
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niveles relativos de transcripto de glnA2, y llamativamente pareciera haber una leve 

disminución de los transcriptos de glnII (Figura V. 6 - Panel A). 

 Sin embargo, dado que tomamos como punto de corte un fold change menor o igual a 

-2, entonces los niveles de transcriptos de glnII no se ven modificados 

significativamente. Estos resultados se correlacionan con la disminución de la actividad 

enzimática GS total observados para esta cepa mutante (Figura V.5 – Panel A).  

 

 

 

Es decir, la ausencia de glnA1 no genera modificaciones en los niveles de expresión de 

los genes que codifican para las demás GS, y probablemente tampoco este induciendo 

un aumento de la activación de alguna de las otras enzimas presentes, por lo que es 

esperable la disminución de la actividad GS total observada. Sin embargo, esta menor 

actividad GS le permite a esta cepa mutante crecer al igual que lo hace la cepa salvaje 

(Figura V.2). 

Figura V.6 Expresión relativa de los genes que codifican para las glutamino sintetasas: glnA1, 

glnA2, glnA3, glnA4 y glnII para las cepas mutantes ΔglnA1 (A) y ΔglnII (B) en relación a la cepa 

B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas en el medio Evans NH4+durante 5 días. El fold change 

representa la diferencia de expresión entre un determinado gen en la cepa mutante en relación a 

la cepa salvaje y se define como el rq (rq=2^ΔΔCt) cuando el rq es mayor a 1 y como -1/rq cuando 

el rq es menor a 1. Se consideran como sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold 

change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos aquellos cuyo fold change sea menor a 

-2. Los datos que se muestran corresponden al promedio de al menos dos réplicas biológicas 

evaluadas en triplicado y su desviación estándar. (nd) indica que no fue posible detectar 

transcriptos. 

 

A) B) 
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Por otra parte, cuando analizamos la cepa ΔglnII detectamos que no se observan 

cambios significativos en los niveles relativos de expresión ni de glnA1 ni de glnA2 

(Figura V. 6 - Panel B). Estos resultados, en principio, no se correlacionarían con las 

determinaciones de actividad enzimática en las que no se observaron diferencias 

significativas de la actividad GlnA1 (Figura V.3 – Panel A) ni de GS total (Figura V.5 – 

Panel A) en esta cepa mutante en relación a la salvaje. Sin embargo, el pequeño 

aumento de actividad GlnA1 observado podría corresponder a una mayor activación 

(deadenilación) de la enzima y no a un aumento de los niveles de transcriptos. 

Finalmente, no fue posible detectar por este método de cuantificación relativa, 

transcriptos de las copias glnA3 y glnA4 ni en la mutante ΔglnA1 (Panel A) ni en la 

mutante ΔglnII (Panel B), indicando que estas copias, en caso de estar involucradas en 

el metabolismo de N, no serían relevantes en condiciones de limitación de NH4
+. 

Para completar estos estudios, evaluamos la expresión relativa de los genes 

mencionados anteriormente para las cepas ΔglnII y ΔglnA1 cultivadas en el medio Evans 

Glutamato. En la Figura V.7 – Panel A podemos observar que en la mutante ΔglnA1 los 

niveles relativos de transcriptos del gen glnII presentaron un marcado aumento de su 

expresión. Esto nos conduce a pensar que la ausencia de la copia glnA1, en presencia de 

glutamato, podría estar siendo reemplazada por la isoforma GSII, en lugar de alguna de 

las otras copias de GlnA. Sin embargo, un aumento en los niveles de transcriptos de 

dicho gen no necesariamente debería verse reflejado en un incremento de la actividad 

enzimática, ya que, como describimos previamente, la actividad enzimática GS en la 

mutante ΔglnA1 se ve disminuida con respecto a la cepa salvaje (Figura V.5 – Panel B).  

Dado que hasta el momento no se han reportado regulaciones postranscripcionales para 

GSII de B diazoefficiens, entonces un aumento de niveles de transcriptos de glnII debería 

llevar finalmente a un aumento de la enzima GSII. Sin embargo, pareciera que la 

actividad específica de GSII no se modificó con respecto a la medida en la cepa salvaje, 

y sólo observamos la disminución de la actividad total GS debido a la ausencia de la copia 

glnA1 (Figura V.5- Panel B). 

Cuando analizamos los niveles de transcriptos en la cepa ΔglnII, ninguno de los genes 

medidos: glnA1, glnA2, glnA3 ni glnA4, presentaron una expresión diferencial con 

respecto a la cepa parental (Figura V.7 - Panel B). A pesar de que estos resultados se 

correlacionan con las determinaciones de actividad enzimática (Figura V.3 y Figura V.5), 
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resultaron particularmente llamativos debido a la importancia de GSII en condiciones 

limitantes de N. Nuevamente, esto podría explicarse mediante la existencia de sistemas 

de regulación postraduccional de las copias de GlnA, que conduzcan a una mayor 

deadenilación y, por ende, activación de las mismas. Si esto es así podría explicar por 

qué los niveles de actividad específica de GS de la cepa mutante resultaron del mismo 

orden que para la cepa salvaje. Para confirmar esta hipótesis, sería muy interesante 

poder evaluar la cantidad de subunidades deadeniladas de GSI las cuales mediante las 

técnicas utilizadas en este trabajo no fue posible determinar.  

 

 

V.3 Análisis de las glutamino sintetasas en medios con cantidades 

suficientes de N 

V.3.1. Evaluación de la actividad enzimática GS  

Para analizar el comportamiento de las cepas mutantes en las distintas glutamino 

sintetasas en un medio con exceso de N, donde la NSR se encuentra mayoritariamente 

apagada, se utilizó el medio Evans NG que posee NH4
+ y glutamato como fuentes 

Figura V.7 Expresión relativa de los genes que codifican para las glutamino sintetasas: glnA1, 

glnA2, glnA3, glnA4 y glnII para las cepas mutantes ΔglnA1 (A) y ΔglnII (B) en relación a la cepa 

B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans Glutamato durante 5 días. El fold change 

representa la diferencia de expresión entre un determinado gen en la cepa mutante en relación a 

la cepa salvaje. Los datos que se muestran corresponden al promedio de al menos dos réplicas 

biológicas evaluadas en triplicado y su desviación estándar. Se consideran como sobreexpresados 

aquellos genes que presentan un fold change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos 

aquellos cuyo fold change sea menor a -2. () representa una diferencia significativa. 

 

A) B) 

* 
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nitrogenadas. El estudio de la actividad enzimática se llevó a cabo de la misma manera 

que se describió previamente para los medios limitados en N. En primer lugar, se 

determinó la actividad enzimática GS por el método -glutamiltransferasa. Para ello, las 

cepas mutantes y la cepa salvaje se cultivaron durante 5 días a 28°C y a 180 rpm en el 

medio Evans NG y se obtuvieron los extractos bacterianos como se describe en el 

Capítulo II.5.  

En la Figura V.8 - Panel A se muestran los resultados obtenidos donde nuevamente 

encontramos que, al igual que en los medios limitados en NH4
+, en aquellas cepas donde 

el gen glnA1 se encuentra delecionado no es posible detectar actividad enzimática. 

Además, pudimos observar que la deleción del gen glnA2 produce una disminución en 

la actividad de la copia GlnA1, mientras que la falta de las copias glnA3 o glnII no 

producen cambios estadísticamente significativos. 

Por otra parte, y a diferencia de lo observado en los medios limitados en N, la 

determinación de la actividad enzimática mediante el método biosintético no arrojó 

diferencias significativas en ninguna de las cepas mutantes evaluadas al compararlas con 

la cepa parental (Figura V.8 - Panel B). 

 

Figura V.8 Medida de la actividad glutamino sintetasa de las cepas ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA1ΔglnA2 

y ΔglnII en comparación con la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans 

NG. La determinación se llevó a cabo a partir de cultivos de 5 días de crecimiento por el método -

glutamiltransferasa (A) y el método biosintético (B). Las columnas representan el promedio y las 

barras la desviación estándar de 3 ensayos biológicos independientes realizados con 3 réplicas 

técnicas cada uno. (nd) indica que no fue posible detectar actividad enzimática. Las letras iguales 

indican que no hay diferencias significativas y la ausencia de letras sobre las barras del Panel B 

indican que no hay diferencias significativas entre ninguna de las cepas evaluadas con p < 0,01 en 

un análisis de varianza utilizando el test de Tukey. 

B) A) 
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Si analizamos los resultados de ambos ensayos para la mutante ΔglnA2 en Evans NG 

podemos observar que la actividad GlnA1 es menor pero la actividad GS total es igual 

que la observada en la cepa salvaje USDA 110 indicando que en estas condiciones la 

actividad GS total está compuesta por GlnA1 y por alguna de las otras copias/isoformas 

de GS. 

Estos resultados nos indican que, en una condición de exceso de N, como es el medio 

Evans NG, la deleción de las copias de GS no afecta la actividad enzimática total, 

probablemente debido a que la presencia de las demás copias sea suficiente para 

metabolizar el NH4
+ necesario para que la bacteria pueda crecer de igual manera que lo 

hace la cepa salvaje (Figura V.1 - Panel A y B). 

 

V.3.2 Análisis de expresión de las distintas copias de GS  

Para finalizar los ensayos de caracterización fenotípica de estas cepas mutantes 

evaluamos la expresión relativa de las glutamino sintetasas para las cepas ΔglnA1 y 

ΔglnII en el medio Evans NG. Como mencionamos anteriormente, las cepas mutantes y 

la salvaje USDA 110 se crecieron durante 5 días a 28°C y a 180 rpm en el medio 

anteriormente mencionado. 

En la Figura V.9 - Panel A se pueden observar los resultados obtenidos al evaluar la 

expresión relativa de las glutamino sintetasas en la cepa ΔglnA1. Llamativamente, a 

pesar de encontrarnos en una situación de exceso de N, vemos que la ausencia de glnA1 

genera una sobreexpresión de 40 veces del gen que codifica para la isoforma GSII (glnII), 

mientras que la expresión del resto de las copias de la isoforma GSI (glnA2, glnA3 y 

glnA4) no se ven modificadas en relación a la cepa salvaje. Estos resultados sugieren que 

la copia GlnA1 juega un rol fundamental en presencia de grandes cantidades de NH4
+. 

Además, el marcado aumento de los niveles de transcripto de glnII nos conduce a pensar 

que en su ausencia su función podría ser reemplazada por la isoforma GSII, y no por 

ninguna de las otras copias de GSI. En este caso, podemos correlacionar un aumento de 

transcripto con un aumento de actividad enzimática. Sería deseable obtener los niveles 

de proteína GSII en el mutante glnA1 en estas condiciones para afirmar nuestra 

hipótesis. 
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Por otra parte, al evaluar los niveles relativos de transcriptos en la mutante ΔglnII vemos 

que ninguna de las copias de la isoforma GSI se ve modificada en relación a la cepa 

salvaje (Figura V.9 - Panel B). Estos datos se correlacionan con aquellos obtenidos 

mediante la medida de la actividad enzimática de GlnA1 y GS total donde el mutante 

ΔglnII cultivado en Evans NG no presentó diferencias significativas (Figura V.8). Estos 

resultados podrían indicar que, la ausencia de esta isoforma en condiciones de exceso 

de N no afecta el metabolismo de la bacteria, lo que concuerda con los datos 

bibliográficos (Darrow, 1980; Fuchs et al., 1980; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988), 

o bien que el nivel de activación (deadenilación) de GSI es mayor, logrando una actividad 

específica total igual que la cepa salvaje. Nuevamente, en este caso, sería fundamental 

evaluar la cantidad de subunidades deadeniladas de GSI para corroborar alguna de las 

hipótesis. 

 

Figura V.9 Expresión relativa de los genes que codifican para las glutamino sintetasas: glnA1, 

glnA2, glnA3, glnA4 y glnII para las cepas mutantes ΔglnA1 (A) y ΔglnII (B) en relación a la cepa 

B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas en medio Evans NG durante 5 días. El fold change 

representa la diferencia de expresión entre un determinado gen en la cepa mutante en relación 

a la cepa salvaje. Los datos que se muestran corresponden al promedio de al menos dos réplicas 

biológicas evaluadas en triplicado y su desviación estándar. Se consideran como 

sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold change mayor a 2, mientras que 

consideramos reprimidos aquellos cuyo fold change sea menor a -2. () representa una 

diferencia significativa. 

 

A) B) 

* 
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V.4 Obtención de un antisuero frente a la proteína GSII 

Los ensayos descriptos hasta el momento nos permitieron analizar los niveles de 

transcriptos de las glutamino sintetasas, sin embargo, debido a los inconvenientes 

encontrados con el ensayo -glutamil transferasa, sólo pudimos realizar el análisis a nivel 

funcional de la actividad enzimática para GlnA1 o la GS total mediante el método 

biosintético, quedando una gran incógnita sobre la isoforma GSII. 

Además, como mencionamos en la introducción de este capítulo, una de las grandes 

diferencias entre GSI y GSII, tanto en B. diazoefficiens como en la mayoría de los 

microorganismos que poseen estas dos isoformas, es que GSI se encuentra regulada por 

adenilación reversible (Darrow y Knotts, 1977), mientras que para GSII aún no se ha 

descripto regulación postransduccional sino que la transcripción del gen que la codifica 

(glnII) se induce en respuesta a la limitación de la fuente nitrogenada (Darrow, 1980, 

Carlson et al., 1986; Carlson et al., 1987; Martin et al., 1988). Sin embargo, como 

describimos en el Capítulo I, en bacterias como Rhizobium leguminosarum se ha 

reportado la existencia de un regulador postranscripcional de glnII, denominado GstI 

(Glutamine synthetase translational Inhibitor), una pequeña proteína (63 aminoácidos) 

que actúa a nivel del ARNm del gen glnII según la disponibilidad de N. Cuando el N se 

encuentra en exceso, gstI se expresa, y a pesar de que es posible encontrar transcriptos 

de glnII, no se observa proteína GSII, y por ende, tampoco es posible detectar actividad 

enzimática GSII.  

Cuando analizamos el entorno génico de glnII en B. diazoefficiens detectamos que río 

arriba de dicho gen se encuentra ubicado un gen homólogo al gstI de R. leguminosarum. 

Entonces, considerando que los niveles de transcripto de glnII podrían no 

correlacionarse con la presencia de la proteína GSII, sumado a la imposibilidad técnica 

de medir la actividad enzimática de dicha enzima, nos propusimos obtener un 

anticuerpo anti-GSII que nos permita, al menos, detectar la presencia/ausencia de dicha 

proteína en nuestras cepas de estudio.  
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V.4.1 Construcción del vector de expresión pET22b(+)::glnII 

Como primer paso para la obtención del anticuerpo frente a la proteína GSII, se procedió 

a la sobreexpresión de dicha proteína en cepas de E. coli BL21 DE3. Para ello, 

construimos el vector de expresión pET22b(+)::glnII utilizando el vector comercial 

pET22b(+) (Novagen) en el cual se clonó el gen glnII completo y en marco. Los cebadores 

utilizados (Exp_glnII_Fw/ Exp_glnII_Rv ver secuencia en Tabla II.3.1) se diseñaron para 

amplificar el gen glnII a partir de su codón de inicio hasta el último codón antes del codón 

de terminación sin incluir este último ya que el vector pET22b(+) contiene río debajo de 

su sitio múltiple de clonado la secuencia para la etiqueta His-Tag que será necesaria en 

pasos posteriores para la purificación de nuestra proteína (Figura V.10).  

 

 

Figura V.10 Esquema del fragmento de glnII ligado al vector de expresión pET22b(+). En celeste 

se muestra la secuencia de glnII amplificada utilizando los cebadores Exp_glnII_Fw/ Exp_glnII_Rv 

y en negro la secuencia correspondiente al vector de expresión río abajo al sitio de inserción del 

fragmento. Resaltado en amarillo encontramos el sitio de corte para la enzima NdeI (donde vemos 

la superposición del mismo con el codón de inicio del gen) y resaltado en azul el sitio de corte de 

la enzima SalI. La secuencia resaltada en gris se muestra la secuencia His-Tag seguida del codón 

de terminación resaltado en rojo. 
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Además, se adicionó al extremo 5´del cebador Exp_glnII_Fw el sitio de restricción para 

la enzima NdeI (CATATG) haciendo coincidir el ATG del sitio de restricción con el ATG de 

inicio del gen. Por otra parte, al cebador Exp_glnII_Rv se le adicionó en su extremo 5´el 

sitio de restricción para la enzima SalI. Ambos sitios de restricción se adicionaron para 

realizar un clonado direccionado del fragmento. 

La estrategia de clonado utilizada para la construcción del vector pET22b(+)::glnII se 

detalla en la Figura V.11. Brevemente, se amplificó mediante PCR un fragmento de 

1047pb conteniendo el glnII utilizando los cebadores Exp_glnII_Fw/ Exp_glnII_Rv y la 

enzima PFU ADN polimerasa (Figura V.11 - gel a). Posteriormente, el vector pET22b(+) 

y el fragmento de glnII se digirieron con las enzimas NdeI y SalI (Figura V.11- gel b) y se 

ligaron para obtener el vector pET22b(+)::glnII. La obtención de la construcción se 

confirmó en primer lugar mediante PCR utilizando los mismos cebadores de expresión 

Exp_glnII_Fw/ Exp_glnII_Rv (Figura V.11 - gel c) y, posteriormente mediante 

secuenciación. 
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Figura V.11 Esquema de la estrategia general de clonado utilizada para la obtención del vector de 

expresión pET22b(+)::glnII que contiene el gen glnII (blr4169) completo y en marco para su 

sobreexpresión. A los costados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos de 

interés (rosa) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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V.4.2 Obtención de la proteína GSII 

Una vez generada la construcción pET22b(+)::glnII se procedió a realizar la inducción con 

IPTG para sobreexpresar el gen glnII y, por ende, expresar la proteína GSII en una cepa 

de E. coli BL21 DE3 como se describe detalladamente en el Capítulo II.4.5. Se 

recolectaron muestras a 2hs, 5hs y 24hs post inducción y se trataron como se describe 

en el Capítulo II para analizar la presencia/ausencia de nuestra proteína de interés tanto 

en la fracción soluble como en la insoluble.  

Al observar las muestras obtenidas en un gel de poliacrilamida (Figura V.12) 

efectivamente pudimos confirmar que luego de 2hs de incubación con IPTG 0,3 mM 

encontramos una banda que coincide con el peso molecular aproximado esperado para 

la proteína GSII (36 kDa), y cuya cantidad aumenta al aumentar el tiempo de exposición 

a IPTG. Esta banda no se encuentra en la muestra sin inducir. Además, pudimos observar 

que la mayor parte de nuestra posible proteína de interés se encontraba en la fracción 

insoluble, es decir, dentro de cuerpos de inclusión de la bacteria.  

Una vez que obtuvimos la proteína del peso molecular coincidente con la proteína GSII, 

se confirmó su identidad mediante Espectrometría de Masa MALDI-TOF (servicio 

brindado por el Centro de Estudios Químicos y Biológicos - UBA). 

Finalmente, y considerando que nuestra proteína se encuentra ubicada dentro de 

cuerpos de inclusión, decidimos llevar a cabo la purificación de la proteína GSII mediante 

un cultivo en batch desnaturalizante con urea. La purificación de la misma se realizó 

gracias a la etiqueta His-Tag que fusionamos a GSII y la resina de afinidad Ni-NTA (Nikel-

nitrilotriacetic acid – Invitrogen). Los protocolos utilizados se describen detalladamente 

en el Capítulo II.4.7. 
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Para la elución de la proteína purificada se realizaron 3 lavados con Buffer de Lavado 

con concentraciones crecientes de Imidazol (Imidazol 5mM / 10mM / 20mM) y 

posteriormente con 3 lavados con Buffer de Elución Nativo con concentraciones de 

50mM/ 100mM/ 250mM de Imidazol recolectando el sobrenadante en cada uno de 

ellos. Como control de la purificación se corrió en un gel de SDS-PAGE una muestra sin 

inducir, la proteína 2 horas post inducción y una muestra de las distintas fracciones de 

lavado y de elución. En la Figura V.13 puede observarse que, efectivamente, la mayor 

parte de la proteína purificada se obtuvo en la última fracción eluída. 

 

 

 

 

Figura V.12 Análisis mediante SDS-PAGE de la inducción de la expresión de la proteína GSII. En la 

figura se muestra un gel de 12,5% SDS-PAGE, en el que se indican las fracciones soluble e 

insoluble. Al costado del gel se muestran los pesos moleculares de la proteína GSII (rosa) y del 

marcador de peso molecular (celeste) 

 M- Utilizamos como marcador de peso molecular una muestra de flagelinas de B. diazoefficiens 

USDA 110 que poseen tamaños de 33 kDa y 65 kDa 

1- Proteínas totales de E. coli BL21 -pET22b(+)::glnII sin inducción 

2- Proteínas totales de E. coli BL21 -pET22b(+)::glnII 2hs post inducción 

3- Proteínas totales de E. coli BL21 -pET22b(+)::glnII 5hs post inducción 

4- Fracción soluble de proteínas de E. coli BL21 -pET22b(+)::glnII 2hs post inducción 

5- Fracción insoluble de proteínas de E. coli BL21 -pET22b(+)::glnII 2hs post inducción 

6- Fracción soluble de proteínas de E. coli BL21 -pET22b(+)::glnII 5hs post inducción 

7- Fracción insoluble de proteínas de E. coli BL21 -pET22b(+)::glnII 5hs post inducción 
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Por último, se llevó a cabo la diálisis contra PBS de la última fracción de elución utilizando 

una membrana de celulosa (MEMBRA-CEL MC18 X 100 CLR, Viskase Companies, USA). 

La muestra purificada y dializada fue la utilizada posteriormente para ser inyectada en 

ratones para producir el anticuerpo. 

 

V.4.3 Ensayos de Western Blot utilizando el antisuero GSII 

Una vez obtenido el suero de los ratones inmunizados con la proteína GSII, llevamos a 

cabo un ensayo preliminar de Western Blot a partir de muestras de proteínas totales de 

un cultivo de B. diazoefficiens USDA 110 crecido en el medio de Evans Glutamato. En 

particular, seleccionamos este medio de cultivo para realizar los primeros análisis de 

Western Blot porque como describimos anteriormente en el Capítulo III, en dicho medio 

B. diazoefficiens posee aumentado sus niveles de transcriptos de glnII y posee una 

elevada actividad enzimática, indicando que se encuentra limitado en N y que 

probablemente los niveles de GSII sean elevados y fácilmente detectables.  

Figura V.13 Análisis mediante SDS-PAGE de la purificación de la proteína GSII. Se realizaron sucesivos 

lavados con Buffer de Lavado y Buffer de Elución, ambos con concentraciones crecientes de imidazol. 

Al costado del gel se muestra el peso molecular de la proteína GSII (rosa). 

1- Proteínas totales de E. coli BL21 - 

pET22b(+)::glnII sin inducción 

2- Proteínas totales de E. coli BL21 - 

pET22b(+)::glnII 2hs post inducción 

3-Sobrenadante obtenido luego de 

Lavado 1 (5mM Imidazol) 

4-Sobrenadante obtenido luego de 

Lavado 2 (10mM Imidazol) 

5-Sobrenadante obtenido luego de 

Lavado 3 (20mM Imidazol) 

6-Sobrenadante obtenido luego de 

Elución 1 (50mM Imidazol) 

7-Sobrenadante obtenido luego de 

Elución 2 (100mM Imidazol) 

8-Sobrenadante obtenido luego de 

Elución 3 (250mM Imidazol) 



Capítulo V                                                                                             Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

157 
 

Como se observa en la Figura V.14 efectivamente el anticuerpo obtenido fue capaz de 

detectar la presencia de la proteína GSII en la muestra utilizada como control positivo 

perteneciente a una de las fracciones de elución obtenida mediante el proceso de 

purificación de la proteína (calle 2). Sin embargo, cuando se analizó la muestra de las 

proteínas totales de B. diazoefficiens USDA 110 observamos un gran bandeado 

inespecífico (calle 1). Por otra parte, en la región correspondiente al peso molecular 

donde esperamos encontrar a GSII (36kDa) pareciera observarse una banda más intensa, 

aunque debido a la gran inespecificidad del anticuerpo no podríamos asegurar que 

corresponda a nuestra proteína de interés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Frente a este resultado decidimos obtener nuevamente proteínas totales de B. 

diazoefficiens USDA 110 cultivando la cepa en el medio de Evans y en las variantes Evans 

NG, Evans Glutamato y Evans NH4
+ durante 5 días. De esta manera, esperábamos 

observar la detección de GSII en las muestras de proteínas obtenidas de cultivos en 

Evans Glutamato y Evans NH4
+, mientras que en las muestras de proteínas obtenidas de 

bacterias cultivadas en Evans y Evans NG no debería observarse la presencia de la 

proteína. En este caso, también incluimos como control negativo proteínas totales 

obtenidas de la cepa mutante ΔglnII cultivado en Evans Glutamato y Evans NH4
+. En 

todos los casos evaluados, las muestras de proteínas obtenidas del mutante ΔglnII no 

deberían mostrar detección de GSII.  

Como se observa en la Figura V.15, nuevamente pudo detectarse, aunque de manera 

muy tenue, la proteína GSII a partir de la muestra obtenida durante el proceso de 

purificación (calle 7). En esta muestra también puede observarse un bandeado 

Figura V.14 Análisis por Western blot de las 

proteínas de B. diazoefficiens utilizando el 

anticuerpo anti-GSII  

 

1- Proteínas totales de B. diazoefficiens USDA 110 

cultivada en Evans Glutamato 

2- Control positivo. Fracción eluída durante la 

purificación de la proteína GSII 
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inespecífico. Sin embargo, en el resto de las muestras analizadas (calles 1 a 6) sólo pudo 

detectarse este mismo bandeado inespecífico, incluso en las muestras pertenecientes al 

mutante ΔglnII. 

 

 

 

Lamentablemente, con este ensayo preliminar de Western blot no fue posible 

determinar la sobreexpresión de GSII en las muestras analizadas, quizás debido a la 

metodología utilizada para obtener las proteínas totales de los cultivos bacterianos, 

quedando como perspectiva de este trabajo continuar con la puesta a punto de esta 

técnica. 

 

V.5 Resumen y discusión 

A lo largo de este capítulo abordamos la caracterización fenotípica de las cepas 

mutantes en las distintas GS: ΔglnA1, ΔglnA2, ΔglnA3, ΔglnII y la doble mutante 

ΔglnA1ΔglnA2, con el objetivo de identificar si todas las copias de glnA se encuentran 

involucradas en la asimilación del NH4
+ en B. diazoefficiens y de ser así, el rol que cada 

una de ellas cumple en esta compleja vía metabólica.  

Figura V.15 Análisis por Western blot utilizando el anticuerpo anti-GSII sobre: 

1- Proteínas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans  

2- Proteínas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans NG 

3- Proteínas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans NH4+ 

4- Proteínas totales de ΔglnII cultivada en medio Evans NH4+ 

5- Proteínas totales de B. diazoefficiens USDA 110 cultivada en medio Evans Glutamato 

6- Proteínas totales de ΔglnII cultivada en medio Evans Glutamato 

7- Fracción eluída durante la purificación de la proteína GSII (control positivo) 
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El análisis de las cinéticas de crecimiento en batch demostró que las cepas mutantes no 

presentan un crecimiento diferencial en relación al comportamiento de la cepa parental, 

en ninguno de los medios evaluados independientemente de la relación C/N y de la 

fuente de N utilizada (Figuras V.1 y Figura V.2). Esto nos sugiere que ninguna de las 

enzimas GS es por sí sola esencial para el crecimiento de la bacteria en vida libre. 

Considerando que la relación de las cantidades relativas de α-cetoglutarato y de 

glutamina dentro de la célula (relación C/N intracelular) son las que regulan la activación 

de GSI y la expresión de GSII (Darrow, 1980; Fuchs et al., 1980; Carlson et al., 1987; 

Martin et al., 1988), esperábamos obtener diferencias al menos en aquellos medios 

limitados en N. Sin embargo, ninguna de las cepas mutantes individuales, ni la doble 

mutante ΔglnA1ΔglnA2, se vieron afectadas, indicando que las diferentes GS 

encontradas en B. diazoefficiens podrían estar reemplazándose unas a otras. 

A partir de la determinación de la actividad GS por el método -glutamiltransferasa 

llamativamente sólo pudimos detectar la actividad de la isoforma GSI, en particular de 

GlnA1. Esto nos permitió sacar algunas conclusiones que se complementaron luego con 

las medidas obtenidas por el ensayo biosintético.  

La caracterización fenotípica de las cepas mutantes mediante estos métodos nos brindó 

resultados sumamente interesantes. En primer lugar, mediante el método -

glutamiltransferasa encontramos que, en los medios Evans NH4
+, Evans Bajo N y Evans 

NG, la falta de la copia glnA2 siempre produce una disminución estadísticamente 

significativa (p<0,01) de la actividad de la copia GlnA1, indicando que probablemente 

GlnA2 cumple un rol determinado, aún desconocido, que influye en la función que lleva 

a cabo GlnA1 (Figuras V.3 – Panel A, Figura V.4 y Figura V.8). Este comportamiento 

sorpresivamente sólo se observó en medios que contenían NH4
+ y no así en medios con 

glutamato como única fuente nitrogenada, indicando que la activación o la función de 

GlnA2 se lleva a cabo principalmente en presencia de NH4
+. Lamentablemente, los datos 

obtenidos en el presente trabajo no fueron suficientes para esclarecer este mecanismo 

de regulación. 

Por otra parte, cuando analizamos el comportamiento de ΔglnII en Evans NH4
+ y en 

Evans Glutamato encontramos que la actividad GS total es igual a la obtenida para la 

cepa salvaje (Figura V.5). Sin embargo, también observamos que la ausencia de la 

isoforma GSII podría estar generando un aumento en la actividad de GlnA1 en Evans 
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NH4
+ (Figura V.3 - Panel A). En este sentido, al evaluar el comportamiento de esta cepa 

en una condición de extrema escasez de NH4
+, como sucede en un medio Evans Bajo N, 

efectivamente pudimos detectar que el aumento de la actividad de GlnA1 se vuelve 

estadísticamente significativo con respecto a la salvaje (Figura V.4), indicando que en 

estas condiciones GlnA1 se encontraría reemplazando la falta de GSII. Por el contrario, 

en el medio Evans Glutamato no detectamos diferencias significativas de la actividad de 

GlnA1 en la cepa ΔglnII con respecto a la cepa salvaje USDA 110 (Figura V.3 - Panel B). 

Estos resultados indican que, a pesar que los medios Evans NH4
+ y Evans Glutamato 

poseen la misma relación C/N, la fuente nitrogenada utilizada tiene un efecto diferencial 

sobre la actividad de las distintas copias de enzimas GS, probablemente debido a que 

las rutas metabólicas y enzimas involucradas en la asimilación de glutamato son 

diferentes de aquellas involucradas en la asimilación de NH4
+. 

Sin embargo, cualquiera sea la condición de cultivo, no pudimos correlacionar el 

aumento de actividad de GlnA1 en el mutante ΔglnII con un aumento de transcriptos 

del gen glnA1, ni tampoco de las otras copias de glnA (Figura V.6, Figura V.7 y Figura 

V.9). De alguna manera, parecería que la falta de la isoforma GSII es reemplazada por 

un aumento de activación de GlnA1 y/o GlnA2, y que la regulación de estas enzimas no 

sería a nivel de transcripción sino postraduccional (deadenilación).  

En relación a las cepas mutantes ΔglnA1 y ΔglnA1ΔglnA2, pudimos detectar por el 

método biosintético que cuando el medio se encuentra limitado en N, tanto en 

presencia de NH4
+ (Figura V.5 - Panel A) como de glutamato (Figura V.5 - Panel B), 

presentan una menor actividad GS total en relación a la detectada para la cepa parental, 

e incluso, en el medio limitado en NH4
+, ΔglnA2 también presenta el mismo fenotipo 

(Figura V.5 - Panel A). Este resultado nos indica que la copia glnA2 de la isoforma GSI 

también es funcional y sería relevante en presencia de NH4
+, pero no así en presencia de 

glutamato. Asimismo, podríamos sugerir que la ausencia de GlnA1 o de GlnA2 en Evans 

NH4
+ no sería reemplazada, en principio, por ninguna de las otras GS de B. diazoefficiens 

ya que la actividad total en las cepas en estas copias mutantes se ve disminuida en 

relación a la cepa salvaje (Figura V.5 - Panel A). Sin embargo, la actividad de las copias 

que estén activas en estos mutantes sería suficiente para metabolizar eficientemente el 

escaso NH4
+ disponible (Figura V.5) y poder crecer al igual que la cepa salvaje (Figura 

V.2).  
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El análisis de expresión de transcriptos de glnA2, glnA3, glnA4 y glnII en la cepa mutante 

ΔglnA1, nos resultó llamativo, ya que pudimos determinar que únicamente en el medio 

Evans Glutamato la ausencia de esta copia conduce a un aumento en los niveles de 

transcriptos de glnII (Figura V.9 – Panel A), no ocurriendo lo mismo en el medio Evans 

NH4
+ (Figura V.7 – Panel A). Sin embargo, este aumento en la expresión de glnII no fue 

suficiente para igualar la actividad específica de la enzima (Figura V.5 – Panel B). De 

todas maneras, este resultado indica que la ausencia de la copia GlnA1 podría ser 

reemplazada por la isoforma GSII en presencia de glutamato. En contraposición, los 

datos obtenidos al evaluar el mutante ΔglnA1 en Evans NH4
+ (Figura V.6 – Panel A) 

indican que las enzimas encargadas de la asimilación en dicha condición serían GlnA2 y 

GSII, ya que los transcriptos de GlnA3 y GlnA4 no son detectados. Sin embargo, no sería 

necesario un aumento de transcriptos de glnA2 y glnII, sino que probablemente se 

encuentren reguladas de manera postraduccional. En este caso, la imposibilidad de 

detectar transcriptos de glnA3 y glnA4 en el medio Evans NH4
+ nos sugiere que dichas 

copias en esas condiciones no se encuentran expresadas o lo hacen en bajos niveles 

(Figura V.6 – Panel A). Nuevamente, parecería haber una regulación diferencial de la 

enzima GSII según la bacteria se encuentre bajo la limitación de NH4
+ o de glutamato. 

Por último, en aquellos ensayos donde las cepas mutantes fueron cultivadas en un 

medio con exceso de N, como el medio Evans NG, sólo la deleción de glnA2 produjo una 

diferencia significativa en la actividad de GlnA1 (Figura V.8 – Panel A) indicando 

nuevamente la importancia de esta copia en presencia de NH4
+. Por otra parte, 

observamos que el resto de los mutantes evaluados mediante los dos métodos de 

detección enzimática utilizados, no presentaron diferencias significativas en relación a 

la cepa salvaje (Figura V.8). Sin embargo, un dato llamativo en este medio, fue el 

aumento de expresión del gen glnII en el mutante ΔglnA1 aun cuando la bacteria se 

encuentra en medios con exceso de N, donde no debería encontrarse muy expresada 

(Carlson et al., 1987). Posiblemente este aumento en los niveles de transcripto de glnII 

traiga aparejado un aumento en la actividad enzimática GS en el mutante ΔglnA1 hasta 

alcanzar los niveles de la cepa salvaje.  

Finalmente, al analizar el fenotipo de la cepa ΔglnA3 encontramos que esta copia no 

genera diferencias significativas en la actividad enzimática de GlnA1 ni en la actividad 

GS total en ninguno de los medios limitados en N (Figura V.3 y Figura V.5). El mismo 
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fenotipo fue observado cuando el medio utilizado fue Evans NG (Figura V.8). En 

conjunto, estos datos sugieren que, al menos en las condiciones evaluadas, esta copia 

no sería relevante para la asimilación de NH4
+ en B. diazoefficiens. 

Los resultados en su conjunto obtenidos en este trabajo nos conducen a pensar que a 

pesar de la existencia de múltiples copias de la enzima GS, la asimilación de NH4
+ en B. 

dazoefficiens se lleva a cabo principalmente por la acción catalítica de la copia GlnA1 y 

GlnA2 de la isoforma GSI y de la isoforma GSII. Sin embargo, aún faltan algunos ensayos 

para terminar de afirmar esta hipótesis, como por ejemplo la determinación de la 

cantidad de subunidades de GlnA1 adeniladas y la determinación de cantidad de 

proteína GSII.  

Con respecto a esta última consideración, logramos sobreexpresar exitosamente la 

proteína GSII de B. diazoefficiens en cepas de E. coli (Figura V.12) para desarrollar un 

anticuerpo específico contra la misma con el objetivo de detectar al menos su presencia 

o ausencia. Por último, el suero anti – GSII obtenido se utilizó en ensayos preliminares 

de Western Blot, los cuales demostraron que efectivamente el anticuerpo es capaz de 

detectar la proteína GSII a partir de muestras puras de dicha proteína. Sin embargo, no 

fue posible detectar la proteína en muestras obtenidas a partir de cultivos de B. 

diazoefficiens (Figura V.14 y Figura V.15). Por lo tanto, nos queda como perspectiva de 

este trabajo poner a punto la metodología de obtención de dichas proteínas para luego 

evaluar la presencia/ausencia de esta proteína en las cepas mutantes obtenidas. 
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Introducción 

Las proteínas PII son una familia de proteínas de transducción de señales que se dividen 

fundamentalmente en dos subfamilias denominadas GlnB (codificada por el gen glnB) y 

GlnK (codificada por el gen glnK). Estas dos proteínas son muy similares entre ellas y 

exhiben una versatilidad funcional muy llamativa, siendo capaces de reemplazarse para 

llevar a cabo algunas funciones (Arcondeguy et al., 2001; Zhang et al., 2001; Gosztolai et 

al., 2017), pero a su vez, teniendo roles y propiedades completamente diferentes 

(Atkinson et al., 1999; Arcondéguy et al., 2001; Atkinson et al., 2002; Blauwkamp et al., 

2002; Yurgel et al., 2010).  

En conjunto, las funciones que cumplen estas proteínas resultan esenciales en la 

coordinación de la regulación de diversos procesos. Principalmente, se encargan de 

integrar el metabolismo del N y C intracelular mediante la interacción con moléculas 

como la glutamina y el α-cetoglutarato, representantes de los niveles de N y C 

intracelulares respectivamente. Además, las proteínas PII son capaces de detectar el 

estado energético de la célula gracias a su unión a ATP o ADP. Por lo tanto, dependiendo 

de las moléculas con las que interaccionen (glutamina, α-cetoglutarato, ATP, ADP) y 

dependiendo de la conformación que adopten como consecuencia de estas uniones, las 

proteínas PII pueden interactuar con diversas proteínas blanco, las cuales en su mayoría 

intervienen en respuesta al estrés por N (NSR).  

Como ya hemos mencionado en capítulos anteriores, las proteínas PII son las principales 

encargadas de transmitir las señales que permitirán la activación/inactivación de la GSI 

y la regulación de la expresión de glnII (GSII). Así, en los rizobos, cuando los niveles 

intracelulares de N son escasos las proteínas PII son uridiladas por el regulador maestro 

GlnD. En esta condición las PII son capaces de unirse a la proteína GlnE y activar su 

función adenilremovasa, la cual permite la deadenilación y por ende, la activación de la 

GSI. A su vez, PII uridilada induce la activación del sistema de dos componentes NtrBC, 

donde el regulador de respuesta NtrC es el principal encargado de regular la expresión 

de varios genes que intervienen en la asimilación de NH4
+, entre los que encontramos el 

gen glnII. Si GSII no posee regulaciones postranscripcionales como se ha descripto hasta 

el momento en B. diazoefficiens, entonces una vez formada la enzima GSII la misma será 

activa. Además de su rol en la activación de la NSR, las proteínas PII intervienen en la 
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regulación del ingreso de NH4
+ a la célula. Se ha descripto para E. coli que esta regulación 

se produce mediante la unión directa de GlnK al transportador de NH4
+ denominado 

AmtB (Javelle et al., 2004; Conroy et al., 2006). Se cree que debido a esta interacción 

física entre las proteínas GlnK-AmtB, los genes glnK y amtB (gen que codifica para el 

transportador de NH4
+) suelen encontrarse ubicados de manera adyacente en los 

genomas y, salvo en escasas excepciones, se transcriben de manera conjunta (Thomas 

et al., 2000a). 

Por último, se ha descripto que en arqueas como H. mediterranei (Pedro-Roig et al., 

2011) o bacterias fototrópicas como Rhodopseudomonas palustris (Connelly et al., 2006) 

y Rhodospirillum rubrum (Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2003) poseen en sus genomas 

una duplicación génica de glnK, cada una de las cuales está acompañada de una copia 

de amtB. Sorprendentemente, B. diazoefficiens también posee dos copias del par glnK-

amtB en su genoma, las cuales no han sido descriptas ni estudiadas hasta ahora. Incluso, 

esta duplicación génica no ha sido descripta en ningún otro rizobio, y en aquellos 

organismos donde se ha descripto, aún no se ha podido describir con certeza el rol 

específico que cumple cada una de las copias de GlnK.  

Ante la ausencia de conocimiento sobre estas proteínas en B. diazoefficiens USDA 110 

nos propusimos investigar si las dos copias de glnK se expresan, y si es así, determinar si 

son funcionales. El objetivo final de este análisis es intentar dilucidar el rol que cumple 

cada una de las GlnK, junto con GlnB, en la regulación del metabolismo de N de este 

rizobio. 

En el presente capítulo abordaremos estas preguntas mediante la construcción de 

mutantes delecionales en cada una de las copias de los genes que codifican para las 

proteínas PII (glnB, y ambas copias de glnK) y el análisis de los fenotipos obtenidos para 

cada cepa mutante en vida libre. 

 

VI.1 Análisis bioinformáticos 

VI.1.1 Análisis de secuencias de las proteínas PII 

Al analizar el genoma de B. diazoefficiens USDA 110 (Kaneko et al., 2002) encontramos 

una copia del gen glnB (ORF blr4948) de 339 nt que, como mencionamos en el Capítulo 
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IV, se encuentra ubicado río arriba de la copia glnA1 (ORF blr4949) del gen que codifica 

para la GSI. Además, encontramos dos copias de glnK que hemos denominado glnK1 

(ORF blr0612) de 402 nt y glnK2 (ORF blr0606) de 339 nt. La nomenclatura elegida en 

este trabajo no coincide con el orden en el que estos genes se ubican en el genoma, sino 

que ha sido designada arbitrariamente. De esta forma, denominamos glnK1 a la copia 

que se encuentra río arriba del gen que codifica para el transportador de amonio AmtB 

(ORF blr0613 - que denominamos amtB1) y glnK2 a la copia que se encuentra río arriba 

de una copia putativa de dicho transportador de NH4
+ conformada por dos genes 

consecutivos (ORF blr0607/ORF blr0608 – que llamamos amtB2) (Figura VI.1- Panel A).  

 

 

Figura VI.1 A) Organización genómica de los clusters que contienen los genes glnB, glnK1-amtB1 y 

glnK2-amtB2 en el genoma de B. diazoefficiens USDA 110. B) Comparación de las secuencias de las 

tres proteínas PII de B. diazoefficiens USDA 110. La región perteneciente al extremo C-terminal se 

muestra en celeste, el sitio de uridilación en rojo y el residuo Tyr51 se resalta en gris. El 

alineamiento se llevó a cabo utilizando el programa ClustalO 

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). 

B) 

A) 
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Mediante el análisis in sílico de regiones características de las secuencias proteicas de 

las PII de B. diazoefficiens, detectamos en las tres secuencias analizadas la región 

correspondiente al sitio de uridilación que contiene el residuo Tyr51, el cual ha sido 

descripto en otros microorganismos como el residuo donde GlnD lleva a cabo la 

uridilación (Reitzer, 2003; Ninfa y Jiang, 2005). También fue posible detectar en las tres 

secuencias una región específica conservada en la familia de PII que se ubica en el 

extremo C-terminal (Figura VI.1 – Panel B). 

Por otra parte, al alinear las secuencias proteicas de GlnB (112 aa), GlnK1 (133 aa) y 

GlnK2 (112 aa) de B. diazoefficiens encontramos que, llamativamente, GlnK1 posee 21 

residuos más en su extremo N-terminal en relación a GlnB y a GlnK2. Esta secuencia 

adicional fue analizada mediante programas bioinformáticos y no se pudo asignar una 

función característica. Además, estos 21 aminoácidos no son detectados en secuencias 

de GlnK de otras especies. Estas observaciones, junto a la presencia de una segunda 

metionina (M) en la posición 22 (posición donde comienza la secuencia codificante de 

GlnB y GlnK2), nos conduce a pensar que probablemente la secuencia haya sido mal 

asignada en la base de datos. A pesar de esto, durante el trabajo realizado en esta tesis 

se consideraron estos 21 aminoácidos como parte de la secuencia de GlnK1. 

Cuando comparamos las secuencias de las distintas PII de B. diazoefficiens entre ellas, 

encontramos que el porcentaje de identidad es del 77% para GlnK1 y GlnK2, de 63% para 

GlnK1 y GlnB y de un 61% para GlnK2 y GlnB. A pesar de tener un alto porcentaje de 

identidad, igualmente, si todas ellas fueran funcionales, cada una podría tener un rol 

diferente dentro de la regulación del metabolismo del N o en algún otro proceso aún no 

identificado. 

Sorprendentemente, si comparamos las secuencias de las PII de B. diazoefficiens con 

secuencias homólogas de bacterias evolutivamente distantes como pueden ser E. coli, 

Azospirillum brasilense o Pseudomonas aeruginosa, también encontramos que el 

porcentaje de identidad es alrededor del 60 al 70%. Estos resultados son concordantes 

con la idea de que la familia de proteínas PII se encuentra ampliamente distribuida y 

conservada en la naturaleza. 
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VI.1.2 Análisis de secuencias de los transportadores de amonio (AmtB) 

Los transportadores de amonio AmtB fueron originalmente descriptos en 

Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana (Marini et al., 1994; Ninnemann et al., 

1994). Sin embargo, se ha demostrado que esta familia de transportadores se encuentra 

representada en eubacterias, archeas, hongos y hasta en pequeños animales.  

Como mencionamos anteriormente, en el genoma de B. diazoefficiens podemos 

encontrar 2 copias de genes para dicho transportador que denominamos amtB1 (ORF 

blr0613) y amtB2 (ORF blr0607 y ORF blr0608). Como se muestra en la Figura VI.2, según 

la base de datos NCBI, los ORF blr0607 y blr0608 se encuentran superpuestos en el 

genoma de B. diazoefficiens USDA 110. El ORF blr0607 se encuentra ubicado desde la 

posición 652.211 a la 653.227 (1017 nt) y el ORF blr0608 desde la posición 652.842 a la 

653.513 (672 nt).  

La presencia de dos copias de los genes glnK-amtB es poco frecuente. Incluso, como 

podemos observar en la Figura VI.2, en aquellos microorganismos donde ocurre dicha 

duplicación, la distribución de las copias en el genoma es muy poco conservada. En el 

caso de B. diazoefficiens USDA 110, los pares glnK1-amtB1 y glnK2-amtB2 se encuentran 

separados por tres genes, dos de ellos no están involucrados en el metabolismo de N y 

el otro codifica para una proteína hipotética. En cambio, en otras bacterias cercanas 

como Bradyrhizobium sp. BTAi1 se encuentran ubicados de manera adyacente mientras 

que en otras como B. japonicum USDA 6 o B. elkanii USDA 76 se encuentran mucho más 

distantes.  

De todas formas, como se ha descripto en Thomas y col. (2000a), el par de genes glnK y 

amtB posee una disposición sumamente conservada y siempre se encuentran ubicados 

de manera contigua con el glnK río arriba del amtB (Figura VI.2). 
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Por otra parte, considerando la presencia de más de un ORF para el gen amtB2 y además 

que todas las bacterias cercanas a B. diazoefficiens analizadas en este trabajo poseen un 

único ORF para cada copia de amtB (Figura VI.2), se llevó a cabo una comparación de 

secuencia de ADN mediante el programa on line ClustalO 

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Para este análisis se utilizó la secuencia 

aminoacídica de B. diazoefficiens USDA 110 que se encuentra entre las posiciones 

652.211 y 653.513 (compuesta por 1533 nt que abarcan desde el inicio del ORF blr0607 

hasta el final del ORF blr0608) y se comparó con los amtB de las cepas B. japonicum 

USDA 6 y Bradyrhizobium sp. BTAi1 (dichas cepas fueron elegidas arbitrariamente). A 

partir de estos alineamientos (ver Anexo 1.1) pudimos observar que la secuencia de ADN 

Figura VI.2 Comparación de la región genómica del ADN cromosomal de B. diazoefficiens USDA 

110 y microorganismos que poseen duplicado el par glnK-amtB. Se puede ver que en todas las 

especies analizadas el gen glnK (flechas verdes) se encuentra ubicado río arriba del gen amtB 

(flechas azules). Las flechas en gris representan genes no relacionados con el metabolismo de N 

y las dos barras paralelas indican que en la imagen la región genómica se ha reducido para 

comparar exclusivamente los pares glnK-amtB. 
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del amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 es prácticamente igual a las secuencias de ADN 

de una de las dos copias de amtB de las otras cepas evaluadas. Es decir, el gen amtB2 

de B. diazoefficiens posee un 92 % de identidad con la secuencia del ORF BJ6T_RS02820 

de B. japonicum USDA 6 y un 82 % de identidad con el ORF BBta_0294 de Bradyrhiobium 

sp. BTAi1. Incluso, al analizar en detalle estas tres secuencias pudimos detectar que el 

amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 posee la presencia de una citosina adicional en la 

posición 652.826 (15 aminoácidos antes que el inicio del ORF blr0608) que no se 

encuentra en las secuencias de las otras bacterias analizadas (ver Anexo 1.1). Estos 

resultados sugieren que, probablemente, en algún momento de la evolución haya 

ocurrido una inserción en esa ubicación del genoma de B. diazoefficiens USDA 110. Sin 

embargo, también es posible que la secuencia de estos ORFSs que forman el amtB2 se 

encuentre mal asignada en la base de datos.  

Para analizar con mayor profundidad los transportadores de NH4
+ de B. diazoefficiens 

USDA 110, alineamos y comparamos las secuencias proteicas del AmtB1 y AmtB2 

(considerando para éste último desde el inicio del blr0607 al final del blr0608) 

encontrando que estos dos transportadores tienen sólo un 39 % de identidad, indicando 

una escasa similitud entre ellos (los alineamientos realizados se detallan en el Anexo 

1.3). Sin embargo, al comparar estas secuencias con los transportadores de NH4
+ de 

otros microorganismos encontramos porcentajes de identidad más elevados. Tanto el 

AmtB1 como el AmtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 posee alrededor de 80-90 % de 

identidad al compararlo con otros miembros de la familia Bradyrhizobiaceae como 

Bradyrhizobium japonicum USDA 6, Bradyrhizobium elkanii o Bradyrhizobium sp. 

Incluso, mantienen un 70-80 % de identidad con los transportadores de R. palustris. Es 

importante resaltar, que las bacterias mencionadas también poseen duplicados los 

genes glnK y amtB. 

Para completar el análisis bioinformático de los transportadores de NH4
+, se llevó a cabo 

un análisis de dominios de las secuencias proteicas de los AmtB de B. diazoefficiens 

USDA 110 (ver secuencias en Anexo 1.2) mediante el programa Pfam. Como se puede 

observar en la Figura VI.3 la secuencia proteica de AmtB1 (510 aa) nos arrojó un dominio 

único y completo correspondiente a la familia de transportadores de NH4
+ que se ubica 

entre los aminoácidos 64 y 508.  
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Por su parte, el análisis de las secuencias de AmtB2 resultó mucho más llamativo (Figura 

VI.4). En primer lugar, al analizar los dominios de los ORF blr0607 (338 aa) y blr0608 (223 

aa) por separado encontramos que para cada uno de ellos fue posible predecir un 

dominio de transportador de NH4
+ incompleto. Incluso, para el ORF blr0607 la predicción 

se observa disociada en dos marcos de lectura de la hebra codificante (Figura VI.4 - 

Panel A). La predicción en el marco de lectura 1 abarca del residuo 38 al 205 y la segunda 

predicción en el marco de lectura 2 abarca del 205 al 336. Por el contrario, el análisis del 

ORF blr0608 muestra un dominio del transportador de NH4
+ trunco que abarca 

prácticamente toda la secuencia desde el residuo 1 al 220 (Figura VI.4 - Panel B). 

Al analizar en detalle la fragmentación obtenida para el ORF blr0607, confirmamos que 

efectivamente ocurre debido a la presencia de la citosina adicional que mencionamos 

anteriormente. Incluso, si llevamos a cabo este análisis sobre la secuencia completa 

desde el inicio del ORF blr0607 al final del ORF 0608 se obtiene como resultado esta 

misma fagmentación (Figura VI.4 - Panel C). Sin embargo, si eliminamos esta citosina de 

la secuencia, la predicción de dominios nos arroja como resultado un dominio único y 

completo de la familia de los transportadores de NH4
+, como occurría al analizar la 

secuencia del AmtB1 (Figura VI.4 - Panel D).  

Figura VI.3 Análisis de dominios de la secuencia proteica del transportador de amonio AmtB1 (ORF 

blr0613). En verde se observa el dominio característico de los transportadores de NH4+. Por su 

parte, los cuadrados en rojo indican la presencia de un codón de terminación. (+) representa la 

hebra codificante. El análisis se llevó a cabo utilizando el servidor online Pfam 

(http://pfam.xfam.org/search/sequence). 
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Estos resultados tomandos en conjunto nos llevan a pensar que esta copia del 

transportador de amonio AmtB2 podría estar mal asignada en la base de datos NCBI o 

puede haber sufrido una inserción en algún momento de la evolución que haya 

provocado un corrimiento del marco de lectura. De ser así, podría ocurrir que esa 

inserción afecte el plegamiento del AmtB2 y como consecuencia éste no pueda ser 

funcional. Sin embargo, en este trabajo de Tesis sólo llevaremos a cabo ensayos que 

involucran a los transportadores de NH4
+ a nivel de ARN y no a nivel funcional, quedando 

como perspectiva realizar un análisis que nos permita dilucidar esta incógnita. 

 

 

Figura VI.4 Análisis de dominios de la secuencia proteica del transportador de amonio AmtB2. A) 

Análisis del ORF blr0607. B) Análisis del ORF blr0608. C) Análisis de la secuencia obtenida de la 

unión de los ORFs blr0607 y blr0608. D) Se muestra el resultado que se obtiene de la unión de los 

ORFs blr0607 y blr0608 si se elimina la citosina (ΔC) adicional que posee B. diazoefficiens USDA 

110. En verde se observan las regiones pertenecientes al dominio característico de los 

transportadores de NH4+ mientras que los cuadrados en rojo indican la presencia de un codón de 

terminación. (+) representa la hebra codificante. Los números entre paréntesis indican la 

ubicación en el genoma de B. diazoefficiens USDA 110 de la secuencia analizada. El análisis se llevó 

a cabo utilizando el servidor online Pfam (http://pfam.xfam.org/search/sequence). 

A) 

C) D) 

B) 
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VI.2 Estudio de transcriptos de las proteínas PII y de los transportadores 

AmtB 

Una propiedad característica de glnB y glnK es su expresión diferencial. En E. coli, por 

ejemplo, glnK se expresa sólo en presencia de una fuente rica en N, mientras que glnB 

se expresa de manera constitutiva (van Heeswijk et al., 1993; van Heeswijk et al., 1996; 

Atkinson y Ninfa, 1998). En el caso del arquea H. mediterranei se ha descripto que, 

mientras que glnB se expresa constitutivamente, glnK únicamente lo hace cuando el 

medio de cultivo contiene nitrato y su expresión es inhibida por la presencia de NH4
+ 

(Pedro-Roig et al., 2013). Teniendo en cuenta estos antecedentes nos propusimos 

evaluar la expresión de transcriptos en B. diazoefficiens USDA 110. Como aclaramos en 

el Capítulo III, los problemas que nos condujeron a reformular nuestros medios de 

cultivo, comenzaron una vez que ya habíamos avanzado en gran medida en nuestro 

estudio de las proteínas de señalización PII. Debido a ello, en el presente capítulo 

describiremos la caracterización de estas proteínas principalmente en el medio de Evans 

sin modificaciones.  

De esta manera, se cultivó la cepa salvaje en el medio de Evans durante 5 días y se 

obtuvo el ARN como se describe en el Capítulo II.3.5. Una vez obtenido el ADN 

complementario (ADNc) se amplificaron por RT-PCR fragmentos internos 

pertenecientes a los genes glnB, glnK1, glnK2, amtB1 y amtB2 utilizando los siguientes 

pares de cebadores: glnB_RT_Fw/ glnB_RT_Rv, glnK1_RT_Fw/ glnK1_RT_Rv, 

glnK2_RT_Fw/ glnK2_RT_Rv, amtB1_RT_Fw/ amtB1_RT_Rv y amtB2_RT_Fw/ 

amtB2_RT_Rv respectivamente (las secuencias de los cebadores se detallan en la Tabla 

II.3.2 y las regiones amplificadas en la Figura VI.5 – Panel A). También se utilizó como 

control interno cebadores específicos para amplificar el gen sigA (bll7349) cuya 

transcripción ha sido propuesta como constitutiva (Hauser et al., 2006). Los resultados 

obtenidos muestran que en B. diazoefficiens, cultivada en medio Evans con una cantidad 

suficiente de NH4
+ (20 mM de NH4Cl), es posible detectar transcriptos de glnB, glnK1 y 

glnK2 indicando que glnB y las dos copias de glnK no presentan una expresión diferencial 

(Figura VI.5 – Panel B). Estos datos se contradicen con lo observado en H. mediterranei 

donde 5 mM de NH4Cl son suficientes para inhibir la expresión tanto de su glnK1 como 



Capítulo VI                                                                                             Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

173 
 

de glnK2 (Pedro-Roig et al., 2013). Por su parte, también fue posible detectar en estas 

condiciones transcriptos de amtB1 y amtB2 (en particular del ORF blr0607). 

Una vez confirmada la expresión de las dos subfamilias de PII (GlnB y GlnK) y de los 

transportadores de NH4
+, nos propusimos evaluar la expresión de los genes glnK-amtB 

para determinar si efectivamente, como ocurre en la mayoría de los microorganismos 

estudiados, estos genes se expresan de manera conjunta en forma de operón (Thomas 

et al., 2000a).  

 

 

Figura VI.5 Análisis de expresión de transcriptos de las proteínas PII y los transportadores de 

amonio AmtB. A) Esquema representativo de las regiones de hibridación de los pares de cebadores 

glnB_RT_Fw/ glnB_RT_Rv, glnK1_RT_Fw/ glnK1_RT_Rv, glnK2_RT_Fw/ glnK2_RT_Rv, 

amtB1_RT_Fw/ amtB1_RT_Rv y amtB2_RT_Fw/ amtB2_RT_Rv para la amplificación de fragmentos 

internos pertenecientes a los genes glnB, glnK1, glnK2, amtB1 y amtB2 respectivamente. Las 

secuencias de los cebadores se detallan en la Tabla II.3.2. B) Fragmentos obtenidos mediante la 

amplificación por RT-PCR correspondientes a los genes glnB, glnK1, amtB1, glnK2, amtB2 y el 

control interno de expresión constitutiva sigA utilizando como molde ADN genómico (calle 2) y 

ADNc (calle 3) de la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. El ADNc fue obtenido a partir de un 

cultivo de 5 días en medio Evans (20mM de NH4Cl). La calle 1 muestra el control negativo de las 

PCRs utilizando agua como molde. 
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Como mostramos al inicio de este capítulo, los pares glnK-amtB en B. diazoefficiens se 

encuentran en ORFs consecutivos (Figura VI.1): glnK1 (ORF blr0612)-amtB1 (ORF 

blr0613) y glnK2 (ORF blr0606)-amtB2 (ORF blr0607/blr0608). En particular, la secuencia 

de glnK1 se superpone con la secuencia de amtB1, mientras que glnK2 se encuentra río 

arriba de amtB2 separado por una región intergénica de 72 bases. 

Para comprobar la coexpresión de estos genes se utilizó como molde ADNc obtenido de 

la cepa salvaje cultivada en medio Evans durante 5 días como se describió previamente. 

Los cebadores utilizados hibridan sobre la región 3´ del gen glnK1 y sobre la región 5´ 

del amtB1 (glnK1_RT_Fw/ amtB1_RT_Rv - ver secuencia en Tabla II.3.2). En caso de que 

estos genes se encuentren formando parte de un operón como producto de PCR 

esperamos obtener un fragmento de 525pb (Figura VI.6).  

Por su parte, para evaluar el par glnK2-amtB2 se utilizaron dos pares de cebadores. El 

primer par utilizado hibrida sobre el extremo 3´ de glnK2 y sobre el extremo 5´ del amtB2 

(glnK1_RT_Fw/ amtB2_RT_Rv - Tabla II.3.2). Debido a que el fragmento amplificado con 

este par de cebadores es relativamente largo para evaluar transcriptos (931pb), 

decidimos confirmar el resultado utilizando un segundo par de cebadores. Dichos 

cebadores hibridan en la región intergénica del par glnK2-amtB2 y en el extremo 5´ del 

amtB2 (glnK2 3´Fw/ glnK2 3´Rv - Tabla II.3.1) (Figura VI.6 – Panel A) dando como 

resultado, en caso de observar expresión conjunta, un fragmento de 493 pb. 

En la Figura VI.6 – Panel B se muestran los resultados obtenidos donde podemos 

observar que el par glnK1-amtB1 se expresa como un operón como ocurre en la mayoría 

de los microorganismos estudiados. Sin embargo, no fue posible detectar la presencia 

de transcripto cuando se utilizaron los pares de cebadores para glnK2 y amtB2, por lo 

que este resultado nos sugiere que glnK2 y amtB2 se expresarían de manera 

independiente en la condición evaluada. 

Hasta el momento, esta expresión diferencial únicamente se había descripto en 

Methanococcus jannaschii (Thomas et al., 2000a), un archea que también posee en su 

genoma dos copias del par glnK-amtB, uno de los cuales se expresa formando parte de 

un operón (ORF MJ1344/ORF MJ1343) y el otro se expresa de manera divergente (ORF 

MJ0058/ORF MJ0059) (Thomas et al., 2000a).  
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VI.3 Construcción de cepas mutantes en los genes glnB, glnK1 y glnK2 

Con el objetivo de intentar dilucidar la función de cada una de las copias de las proteínas 

PII que encontramos en B. diazoefficiens, decidimos generar cepas mutantes de cada 

uno de los genes glnB, glnK1 o glnK2 y un doble mutante en glnK1 y glnK2 y 

caracterizarlos fenotípicamente. 

Para la construcción de todos los mutantes se eligió nuevamente la estrategia de doble 

recombinación homóloga descripta por Sukdeo y Charles (2003) (ver estrategia general 

Figura VI.6 Análisis de coexpresión de los genes glnK-amtB. A) Esquema de la región genómica 

glnK1-amtB1 y glnK2-amtB2 y del sitio de hibridación de los cebadores utilizados para llevar a 

cabo el análisis de coexpresión. B) Expresión de los pares génicos glnK-amtB mediante RT-PCR. 

Las calles 1, 2 y 3 corresponden a la PCR realizada utilizando los cebadores glnK1_RT_Fw/ 

amtB1_RT_Rv; las calles 5, 6 y 7 el par glnK2_RT_Fw/ amtB2_RT_Rv; y las calles 8, 9 y 10 el par 

glnK2 3´Fw/ glnK2 3´Rv. Para todos los pares de cebadores los moldes utilizados fueron agua como 

control negativo de la PCR (calles 1, 5 y 8), ADNc de B. diazoefficiens USDA 110 (calles 2, 6 y 9) y 

ADN genómico de B. diazoefficiens USDA 110 como control positivo (calles 3, 7 y 10). 

A) 

B) 
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en Capítulo II.3.12) que permite delecionar el gen de interés sin provocar cambios en el 

marco de lectura, lo que nos permite evaluar el fenotipo específico del gen delecionado 

sin afectar la expresión de aquellos genes que se encuentren en operón con nuestro gen 

de interés.  

La estrategia de clonado utilizada para llevar a cabo la deleción del gen glnB (blr4948) 

se muestra en la Figura VI.7 - Panel A. Brevemente, utilizando los cebadores glnB 5´Fw/ 

glnB 5´Rv (ver secuencias en Tabla II.3.1.) amplificamos un fragmento de 444 pb río 

arriba del gen glnB (PCR1) y utilizamos el par de cebadores glnB 3´Fw/ glnB 3´Rv (ver 

secuencias en Tabla II.3.1.) para amplificar 392 pb río abajo (PCR2) (Figura VI.7 - gel a). 

Una vez obtenidos los productos de las PCR1 y PCR2, los mismos se utilizaron como ADN 

molde en iguales cantidades para llevar a cabo la tercer PCR (PCR3) utilizando la 

combinación de cebadores glnB 5´Fw/ glnB 3´Rv y la enzima Pfu ADN polimerasa para 

obtener un producto de extremos romos de 815 pb (Figura VI.7 - gel b). Finalmente, 

dicho fragmento se clonó en el vector pK18mobSacB (Schafer et al., 1994), que 

previamente había sido digerido con la enzima de restricción SmaI (Figura VI.7 - gel c). 

Una vez obtenida la construcción, la misma se chequeó por digestión con la enzima 

EcoRI donde efectivamente se observó la liberación de un fragmento de 540 pb (Figura 

VI.7 - gel d) y finalmente se secuenció corroborando que el plásmido obtenido poseía el 

fragmento deseado. La construcción obtenida se denominó pFL4948.  
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Figura VI.7 Esquema de la estrategia de clonado utilizada para la construcción del vector pFL4948 

empleado para realizar la deleción de glnB (blr4948) en B. diazoefficiens USDA 110 y chequeo de 

la construcción obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los 

fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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Una vez obtenida y secuenciada la construcción pFL4948 (conteniendo el gen glnB 

truncado), la misma se introdujo mediante transformación en una cepa 

electrocompetente E. coli S17-1 (Simon et al., 1983) y finalmente se movilizó a B. 

diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugación biparental. En primer lugar, se 

seleccionaron los transconjugantes Kmr y se realizó la segunda selección en YEM-

sacarosa 10% (con el objetivo de inducir la segunda recombinación homóloga). De las 

colonias capaces de crecer en YEM-sacarosa 10% se seleccionaron aquellas Kms-Cmr y 

se corroboró la deleción de nuestro gen de interés mediante una PCR con cebadores 

externos a los sitios de recombinación: Check_glnB_Fw/ Check_glnB_Rv (Figura VI.8). 

 

 

 

 

 

 

  

Figura VI.8 Mapa esquemático del gen glnB (blr4948) en la cepa salvaje y en la cepa mutante, y 

confirmación mediante PCR de la obtención del mutante ΔglnB. En la parte superior de la imagen 

se observa un esquema del sitio de hibridación de los cebadores Cheq_glnB_Fw/ Cheq_glnB_Rv en 

la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en glnB (recuadro 

celeste). En la parte inferior se observa la amplificación que confirma la obtención de la cepa 

mutante mediante PCR con los cebadores mencionados anteriormente. También se incluye como 

control la amplificación obtenida para la cepa salvaje. A los lados del gel se indican los pesos 

moleculares de los fragmentos de interés (verde) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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Para los mutantes delecionales en glnK1 (blr0612) y en glnK2 (blr0606) se utilizó la 

misma estrategia descripta que para el mutante ΔglnB con algunas modificaciones.  

En primer lugar, se amplificó la región río arriba del gen glnK1 (PCR1) utilizando los 

cebadores glnK1 5´Fw/ glnK1 5´Rv y se obtuvo un producto de 393 pb. La región río abajo 

(PCR2) del mismo gen se amplificó con los cebadores glnK1 3´Fw/ glnK1 3´Rv y el 

fragmento obtenido fue de 368 pb (Figura VI.9 - gel a). El par glnK1 5´Fw y glnK1 3´Rv 

fue utilizado para llevar a cabo la PCR3 obteniendose un fragmento de amplificación de 

761 pb (Figura VI.9 - gel b). Este último fragmento se digirió con las enzimas de 

restricción PstI y SphI, y luego se ligó con el vector pK18mobSacB digerido con las mismas 

enzimas (Figura VI.9 - gel c). La construcción obtenida se confirmó en primer lugar 

mediante una digestión con la enzima BamHI donde se pudo observar la liberación de 

un fragmento de 392 pb (Figura VI.9 - gel d), y posteriormente se secuenció 

corroborándose la obtención del plásmido con el fragmento glnK1 truncado que se 

denominó pFL0612. 

Para la construcción del vector que dio origen al mutante en glnK2 se utilizaron los 

cebadores glnK2 5´Fw/ glnK2 5´Rv para la PCR1 (obteniendo un producto de 376 pb) y 

los cebadores glnK2 3´Fw/ glnK2 3´Rv para la PCR2 (obteniendo un producto de 525 pb) 

(Figura VI.10 - gel a). Luego, utilizando como molde los fragmentos obtenidos se llevó a 

cabo la PCR3 con la combinación de cebadores glnK2 5´Fw/ glnK2 3´Rv generando un 

fragmento de 892 pb (Figura VI.10 - gel b). El producto resultante de la PCR3 y el 

plásmido pK18mobSacB se digirieron con las enzimas de restricción HindIII y PstI (Figura 

VI.10 - gel c) y posteriormente se llevó a cabo la ligación. La construcción obtenida se 

confirmó por digestión enzimática utilizando SmaI donde se observó la liberación de un 

fragmento 362 pb, y con BamHI donde se liberó un fragmento de 385 pb (Figura VI.10 - 

gel d). La obtención del plásmido conteniendo el gen glnK2 truncado se confirmó por 

secuenciación y se denominó pFL0606. 
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Figura VI.9 Esquema general de la estrategia de clonado utilizada para la construcción del vector 

pFL0612 empleado para realizar la deleción de glnK1 (blr0612) en B. diazoefficiens USDA 110 y 

chequeo de la construcción obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de 

los fragmentos de interés (verde) y del marcador de peso molecular (rojo).  
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Figura VI.10 Estrategia de clonado para la construcción del vector pFL0606 empleado para 

realizar la deleción de glnK2 (blr0606) en B. diazoefficiens USDA 110 y chequeo de la 

construcción obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos 

de interés (rosa) y del marcador de peso molecular (celeste).  
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Una vez obtenidas y corroboradas por secuenciación las construcciones pFL0612 

(conteniendo el gen glnK1 truncado) y pFL0606 (conteniendo el gen glnK2 truncado), las 

mismas se introdujeron en la cepa E. coli S17-1 y se movilizaron a B. diazoefficiens USDA 

110 mediante una conjugación biparental. La selección de los mutantes se llevó a cabo 

como se describió anteriormente para el mutante ΔglnB. La deleción de los genes de 

interés se confirmó mediante una PCR con cebadores externos a los sitios de 

recombinación: Check_glnK1_Fw/ Check_glnK1_Rv (Figura VI.11), y Check_glnK2_Fw/ 

Check_glnK2_Rv (Figura VI.12- Panel B).  

Para la construcción del doble mutante ΔglnK1ΔglnK2 se utilizó la cepa de E. coli S17-1 

que contiene el plásmido pFL0606 y se llevó a cabo una conjugación biparental con la 

cepa mutante ΔglnK1. El procedimiento para la obtención y chequeo de la cepa mutante 

doble se realizó de la misma manera descripta previamente para obtener la cepa 

mutante ΔglnK2 (Figura VI.12- Panel C). 

Una vez obtenidos los clones mutantes, se secuenciaron y se utilizaron para realizar los 

ensayos de caracterización que se describen en este capítulo. 
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Figura VI.11 Mapa esquemático del gen glnK1 (blr 0612) en la cepa salvaje y en la mutante, y 

confirmación mediante PCR de la obtención del mutante ΔglnK1. En la parte superior de la imagen 

se observa un esquema del sitio de hibridación de los cebadores Cheq_glnK1_Fw/ Cheq_glnK1_RV 

en la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en glnK1 

(recuadro verde). En la parte inferior se observa la amplificación que confirma la obtención de la 

de la cepa mutante mediante PCR en comparación con el genotipo de la cepa salvaje utilizando los 

cebadores Cheq_glnK1_Fw/ Cheq_glnK1_RV. A los lados de los geles se indican los pesos 

moleculares de los fragmentos de interés (rojo) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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Figura VI.12 Mapa esquemático del gen glnK2 (blr0606) y confirmación mediante PCR de la 

obtención del mutante ΔglnK2 y del doble mutante ΔglnK1ΔglnK2. A) Esquema del sitio de 

hibridación de los cebadores Cheq_glnK2_Fw/ Cheq_glnK2_RV en la cepa salvaje B. diazoefficiens 

USDA 110 (recuadro gris) y en la cepa mutante en glnK2 (recuadro rosa). B) Amplificación que 

confirma la obtención de la cepa mutante ΔglnK2 mediante PCR en comparación con el genotipo 

de la cepa salvaje utilizando los cebadores Cheq_glnK2_Fw/ Cheq_glnK2_RV. C) Confirmación de 

la obtención del mutante ΔglnK1ΔglnK2 con el par de cebadores Cheq_glnK2_Fw/ Cheq_glnK2_RV. 

A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de los fragmentos de interés (rosa) y del 

marcador de peso molecular (celeste). 

A) 

C) 

B) 
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Como hemos mencionado en el Capítulo I, las proteínas PII son modificadas 

postranscripcionalmente por el regulador maestro GlnD, el cual responde a los niveles 

de glutamina intracelular. En rizobios, como E. meliloti, se ha descripto que esta proteína 

GlnD es de suma importancia no sólo para la regulación del metabolismo del N en la 

bacteria, sino para una amplia variedad de procesos tales como adaptación a estreses, 

quimiotaxis y movilidad, transporte y metabolismo de metales, metabolismo del C, 

entre otros (Yurgel et al., 2013). Dada la relevancia que este regulador maestro ha 

demostrado poseer en otros microorganismos, emprendimos de manera simultánea a 

la obtención de las cepas mutantes en las proteínas PII, la búsqueda de un mutante 

delecional en el gen glnD (ORF bll0916), que codifica para GlnD en B. diazoefficiens USDA 

110.  

Desafortunadamente, y debido a que la deleción de este gen probablemente sea letal 

para la bacteria como se ha descripto en otros microorganismos (Colnaghi et al., 2001; 

Rudnick et al., 2001), no fue posible obtener la cepa mutante en esta proteína. Los pasos 

detallados de la obtención de la construcción necesaria para llevar a cabo la doble 

recombinación homóloga y los inconvenientes encontrados en dicho proceso se detallan 

en el Anexo 2. 

 

VI.4 Caracterización fenotípica de las cepas mutantes en PII 

VI.4.1 Rol de las proteínas PII en el crecimiento bacteriano 

Para comenzar nuestros estudios fenotípicos decidimos caracterizar las cinéticas de 

crecimiento de las cepas mutantes ΔglnB, ΔglnK1, ΔglnK2 y ΔglnK1ΔglnK2. En primer 

lugar, evaluamos el crecimiento en el medio de Evans que, como hemos descripto 

anteriormente, posee cantidades balanceadas de N y de C. Además, considerando que 

las proteínas PII son las principales proteínas de señalización dentro de la cascada de 

respuesta al estrés por N, decidimos también evaluar el comportamiento de las cepas 

mutantes en un medio con limitación de dicho nutriente. Para ello utilizamos el medio 

Evans Bajo N que describimos anteriormente en el Capítulo III. En este punto es 

importante señalar nuevamente que nuestros estudios sobre las proteínas PII 

comenzaron antes de emprender la búsqueda de las formulaciones descriptas en el 
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Capítulo III, razón por la cual evaluamos el comportamiento de las cepas mutantes en 

el medio Evans Bajo N, que posee una limitación extrema de NH4
+, y no en el medio 

Evans NH4
+ donde la limitación es menos severa.  

Así, se cultivaron las cuatro cepas mutantes y la cepa parental B. diazoefficiens USDA 

110 en los dos medios mencionados: Evans y Evans Bajo N. Estos cultivos se mantuvieron 

a 28°C y a 180 rpm y diariamente se determinó su biomasa total por la medida de la 

densidad óptica a 500 nm (DO500) y el número de células viables por recuento en placa 

de las unidades formadoras de colonias (UFC.ml-1). En la Figura VI.13 - Panel A y B se 

puede observar que sólo la ausencia del gen glnB afecta el crecimiento de la bacteria 

cuando la misma se cultiva en medio Evans balanceado. En particular, en este medio, la 

cepa mutante ΔglnB muestra una marcada disminución de la velocidad de crecimiento, 

aunque, finalmente, es capaz de alcanzar una biomasa final equivalente a la alcanzada 

por la cepa salvaje.  

Llamativamente, al evaluar el crecimiento en el medio Evans Bajo N (Figura VI.13 – 

Paneles C y D), donde la función de cualquiera de estas proteínas PII debería ser 

fundamental para la bacteria, no se observaron diferencias significativas con respecto a 

la cepa salvaje en ninguna de las cepas mutantes en glnK. Sin embargo, nuevamente la 

falta de glnB genera una diferencia en el crecimiento en relación a la cepa salvaje, 

aunque mucho menos marcada que la observada en el medio Evans. En este caso, la 

mutante ΔglnB muestra una menor biomasa en relación a B. diazoefficiens USDA 110 en 

cada uno de los puntos medidos hasta el día 9 donde alcanza valores similares a la cepa 

salvaje (FiguraVI.13 – Paneles C y D). 

Esta característica de la cepa ΔglnB observada tanto en medio de Evans como en Evans 

Bajo N nos conduce a pensar que la función que lleva a cabo la proteína GlnB podría ser 

sustituida finalmente por alguna de las otras proteínas PII que encontramos en B. 

diazoefficiens. 
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A partir de los datos obtenidos de DO500 en las curvas de crecimiento se realizó el cálculo 

de la velocidad específica de crecimiento () y el tiempo de duplicación de las bacterias 

(g) (Tabla VI.1).  

Cuando evaluamos el crecimiento en medio Evans, solamente ΔglnB presentó 

diferencias significativas en la velocidad de crecimiento obteniéndose una  de 0,0243 

horas-1 con respecto a la cepa parental que presentó una de 0,0370 horas-1. De igual 

manera, pudo evidenciarse que sólo ΔglnB aumentó significativamente el tiempo de 

duplicación (g=28.59 hs) en relación al tiempo de duplicación de la cepa salvaje (g=18,69 

hs) y al de las restantes cepas mutantes (Tabla VI.1). 

A) B) 

C) D) 

Figura VI.13 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (○) ΔglnB, (△) ΔglnK1, (□) ΔglnK2, 

(x) ΔglnK1ΔglnK2 en comparación con la cepa parental USDA 110 (●) en los medios Evans (A y 

B) y Evans Bajo N (C y D). Las cepas se cultivaron a 28°C con agitación a 180 rpm durante 9 días. 

En los Paneles A y C se muestra la biomasa estimada por densidad óptica (DO500nm) y en los 

Paneles B y D la estimación de células viables por recuento en placa de las unidades formadoras 

de colonias por ml de cultivo (UFC.ml-1). Los datos corresponden al promedio y la desviación 

estándar de dos réplicas biológicas independientes. La ausencia de barras de error indica que la 

desviación fue menor que el tamaño del símbolo utilizado. Para una mejor visualización de los 

resultados el eje Y se presenta en escala logarítmica. 
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Por otra parte, cuando las bacterias fueron cultivadas en medio Evans Bajo N, a pesar 

que en los gráficos de DO y UFC.ml-1 sólo se observan diferencias para la cepa ΔglnB 

(Figura VI.13), ninguna de las cepas mutantes simples mostró diferencias significativas 

en la velocidad de crecimiento con respecto a la obtenida para la cepa salvaje (Tabla 

VI.1). En cambio, la doble deleción de glnK1 y glnK2 condujo a un leve, pero significativo 

aumento de la velocidad de crecimiento. Debido a esto, cuando calculamos el tiempo 

de duplicación (g), observamos que la doble mutante ΔglnK1ΔglnK2 mostró un tiempo 

de duplicación menor (g= 41,71horas) que la cepa salvaje (g=47,60 horas) (Tabla VI.1). 

En este punto queremos destacar que los valores de  y de g fueron calculados a partir 

de los valores de DO500nm, lo que puede tener alguna diferencia con la cinética 

obtenida a partir de los recuentos de viables. 

Estos resultados en conjunto indican que todas las proteínas PII de B. diazoefficiens son 

importantes tanto en presencia de cantidades suficientes como en cantidades limitantes 

de NH4
+. Además, los datos indican que GlnB es de suma importancia para la asimilación 

de NH4
+ en condiciones no limitadas en dicho nutriente.  

Teniendo en cuenta que el glutamato es una fuente pobre en N donde la velocidad de 

crecimiento de las bacterias como la biomasa total alcanzada se ven disminuidas en 

medios que lo poseen, decidimos caracterizar el crecimiento de las cepas mutantes 

 

Tabla VI.1 Velocidad de crecimiento  (horas-1) y tiempo de duplicación g (horas) de la cepa 

salvaje B. diazoefficiens USDA 110 y las cepas mutantes ΔglnB, ΔglnK1, ΔglnK2 y ΔglnK1ΔglnK2 

cultivadas en medio de Evans y Evans Bajo N. Los valores fueron calculados a partir de los datos 

obtenidos para las cinéticas de crecimiento (DO500nm) que se muestran en la Figura VI.13 y 

representan el promedio y la desviación estándar de los resultados de dos ensayos biológicos 

independientes. 
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obtenidas en este trabajo en el medio Evans Glutamato formulado anteriormente (Ver 

composición en el Capítulo III). En la Figura VI.14 – Panel A se puede observar que en 

este medio ninguna de las cepas mutantes pareciera presentar diferencias significativas 

con respecto a la cepa salvaje, ni en la velocidad de crecimiento ni en la biomasa final 

alcanzada (DO500nm). Sin embargo, al analizar la Figura VI.14 – Panel B se observa que 

durante los primeros 3 días de crecimiento, la mutante ΔglnB posee un recuento menor 

de bacterias viables que el resto de las cepas evaluadas, indicando nuevamente que el 

rol de GlnB es de gran importancia para la detección inicial de las cantidades de N y C 

intracelulares y la regulación del metabolismo del N.  

 

 

No obstante, cuando calculamos los parámetros g y  a partir de los valores de 

DO500nm, determinamos que la mutante ΔglnB presentó un leve aumento de la 

velocidad de crecimiento y una consecuente disminución de su tiempo de duplicación 

con respecto a la cepa salvaje (Tabla VI.2). La diferencia observada entre las medidas de 

Absorbancia y el recuento de viables, puede ser debida a que en esta condición de 

cultivo las bacterias crecen pocas generaciones lo que puede traer aparejados errores 

en el cálculo de los parámetros cinéticos. Otra posible explicación de esta diferencia, es 

que notamos que en los recuentos de bacterias viables de la cepa ΔglnB durante los 

Figura VI.14 Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes (○) ΔglnB, (△) ΔglnK1, (□) ΔglnK2, (x) 

ΔglnK1ΔglnK2 en comparación con la cepa parental USDA 110 (●) en el medio Evans Glutamato. 

Las bacterias se cultivaron a 28°C con agitación a 180 rpm. En el Panel A se muestra la biomasa 

estimada por densidad óptica (DO500nm) y en el Panel B la estimación de células viables por recuento 

en placa de las unidades formadoras de colonias por ml de cultivo (UFC.ml-1). Los datos 

corresponden al promedio y la desviación estándar de dos réplicas biológicas independientes. La 

ausencia de barras de error indica que la desviación fue menor que el tamaño del símbolo utilizado. 

Para una mejor visualización de los resultados el eje Y se presenta en escala logarítmica. 
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primeros días de crecimiento, se observan dos morfotipos de colonias de diferente 

tamaño, lo que puede dar un leve aumento de la DO. Cabe aclarar que estas colonias 

corresponden a la cepa mutante, ya que todas fueron chequeadas por PCR. 

Teniendo en cuenta los fenotipos observados mediante la determinación de las cinéticas 

de crecimiento en los distintos medios y sobretodo la marcada diferencia observada en 

el crecimiento de la cepa ΔglnB en relación a la salvaje en el medio Evans, decidimos 

seleccionar este medio para continuar con el resto de los ensayos de caracterización. 

 

 

 

 

VI.4.2 Análisis de la expresión de los genes glnB, glnK1 y glnK2 en las cepas 

mutantes en las proteínas PII 

En algunas bacterias se ha reportado que las proteínas PII pueden, directa o 

indirectamente, regular su propia expresión o la expresión de sus homólogos formando 

complejas redes metabólicas (Ninfa et al., 2000). Además, se ha sugerido en bacterias 

como E. coli o E. meliloti (van Heedwijk et al., 1996; Atkinson et al., 1999; Yurgel et al., 

2010), que cepas mutantes donde falta una de las proteínas PII (GlnB o GlnK) algunas 

funciones pueden ser reemplazadas por la proteína que ha quedado intacta. En base a 

estos datos, y con el fin de observar el efecto de la deleción de cada una de las proteínas 

Tabla VI.2 Velocidad de crecimiento  (horas-1) y tiempo de duplicación g (horas) de la cepa 

salvaje B. diazoefficiens USDA 110 y las cepas mutantes ΔglnB, ΔglnK1, ΔglnK2 y ΔglnK1ΔglnK2 

cultivadas en medio de Evans Glutamato. Los valores fueron calculados a partir de los datos 

obtenidos para las curvas de crecimiento (DO500nm) que se muestran en la Figura VI.14. 
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PII en la expresión del resto de los genes que codifican para sus homólogos, decidimos 

realizar un análisis relativo de transcriptos mediante PCR cuantitativa (qRT-PCR).  

En particular, para este ensayo decidimos evaluar los transcriptos luego de 2 días de 

crecimiento. Esto se debe a que, como mencionamos anteriormente, las proteínas PII 

son proteínas de señalización que activan el metabolismo del N en respuesta a los 

niveles de α-cetoglutarato y glutamina intracelulares y consideramos que, a 2 días de 

cultivo, las bacterias se encuentran en una etapa de crecimiento exponencial temprano 

suficiente para haber generado cambios a nivel de transcriptos en respuesta a las nuevas 

concentraciones de N y C provenientes del medio donde han sido inoculadas. Teniendo 

en cuenta estas consideraciones, se cultivaron las cepas ΔglnB, ΔglnK1, ΔglnK2, 

ΔglnK1ΔglnK2 y B. diazoefficiens USDA 110 durante 2 días en medio Evans a 28°C y a 180 

rpm, y a partir de estos cultivos, se extrajo el ARN total y se obtuvo el ADN 

complementario de cada cepa como se describe en el Capítulo II. Para la reacción de 

PCR cuantitativa se diseñaron cebadores específicos para amplificar una región de los 

genes glnB (blr4948), glnK1 (blr0612) y glnK2 (blr0606) (Ver cebadores en la Tabla II.3.2). 

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla VI.3, y nos muestran que tanto la 

ausencia de glnK1, de glnK2 o la deleción de ambos genes, no tiene efectos significativos 

sobre la expresión de glnB. En el caso de los mutantes simples la falta de una de las 

copias de glnK no afecta la expresión de la otra copia no delecionada. Por su parte, la 

falta de glnB, produce un gran aumento en la expresión de glnK1, sin afectar los niveles 

de expresión de glnK2, indicando que probablemente la ausencia de GlnB pueda estar 

siendo suplida por GlnK1. 
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VI.4.3 Expresión de los genes que codifican para las glutamino sintetasas GSI y 

GSII 

Como mencionamos en los Capítulos I y IV, en B. diazoefficiens podemos encontrar dos 

isoformas de la enzima GS: GSI y GSII (Carlson et al., 1987). Además, también 

describimos que en la mayoría de los microorganismos donde se ha estudiado el rol de 

las proteínas PII se ha observado que éstas son las encargadas de deadenilar (activar) la 

GSI mediante su interacción con la proteína GlnE (GS adeniltransferasa/ 

adenilremovasa), y además de transmitir la señal mediante el sistema de dos 

componentes NtrBC, donde el aumento de los niveles de NtrC fosforilado (NtrC-P) tiene 

como objetivo final inducir la expresión de glnII (GSII). 

Algunos estudios han demostrado que la ausencia de ambas PII (GlnB y GlnK) en E. coli 

produce un defecto en el crecimiento de la bacteria cuando ésta crece en medios ricos 

en N, sugiriendo que dicho efecto podría deberse a la expresión atípica de los genes 

dependientes del sistema Ntr (regulón Ntr). En este sentido, la ausencia de las proteínas 

de señalización PII, probablemente conduzca a que la bacteria no sea capaz de detectar 

los niveles de glutamina y -cetoglutarato intracelulares y por lo tanto, la asimilación de 

NH4
+ no se lleve a cabo en la medida que es requerida, probablemente porque GSI no 

Tabla VI.3 Expresión relativa de los genes que codifican para las proteínas PII (glnB, glnK1 y glnK2) 

en las cepas ΔglnB, ΔglnK1, ΔglnK2, ΔglnK1ΔglnK2 a 2 días de cultivo en medio Evans. Los datos 

que se muestran corresponden al promedio de dos réplicas biológicas evaluadas en triplicado y su 

desviación estándar. (-) indica que el gen evaluado se encuentra ausente en esa cepa. El fold 

change representa la diferencia de expresión entre un determinado gen en la cepa mutante en 

relación a la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. Se consideran como sobreexpresados 

aquellos genes que presentan un fold change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos 

aquellos cuyo fold change sea menor a -2. El fold change se define como el rq (rq=2^ΔΔCt) cuando 

el rq es mayor a 1 y como -1/rq cuando el rq es menor a 1. 
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es activada y porque la expresión de GSII no es inducida, provocando en conjunto una 

disminución en el crecimiento de la bacteria, aún cuando la cantidad de fuente de N no 

sea limitante (Atkinson y Ninfa , 1998). 

En base a estos antecedentes bibliográficos y a los resultados obtenidos al analizar el 

crecimiento de nuestras cepas mutantes, decidimos evaluar la expresión de las 

principales glutamino sintetasas de B. diazoefficiens: GSI (glnA1-blr4949) y GSII (glnII- 

blr4169). 

Para llevar a cabo esta determinación, las cepas mutantes y la cepa salvaje se cultivaron 

durante 5 días en medio Evans a 28 °C y 180 rpm. El tiempo de cultivo utilizado en este 

caso se debe a que a los 5 días de crecimiento los rizobios se encuentran en una fase 

exponencial tardía donde ya transcurrieron suficientes generaciones desde la dilución 

del cultivo iniciador como para que los niveles de C y N intracelulares se hayan 

manifestado plenamente y puedan observarse los cambios en la expresión de los genes. 

Una vez obtenidas las muestras de ADNc, se midieron de manera relativa la expresión 

de los genes glnA1 y glnII utilizando la técnica de qRT-PCR. Los cebadores utilizados se 

detallan en la Tabla II.3.2, y son los mismos que utilizamos en el Capítulo V para medir 

los transcriptos de las distintas GS en los mutantes obtenidos en estas proteínas. 

En la Tabla VI.4 se puede observar que la ausencia de cualquiera de las copias de PII 

afecta los niveles de expresión de las glutamino sintetasas. Por un lado, la deleción del 

gen glnK1 genera una disminución en la expresión de glnA1 sin modificar la expresión 

de glnII. Mientras que la deleción de glnK2 no modifica los niveles de transcripto de 

glnA1 y produce un aumento en la expresión de glnII. Es importante aclarar que 

consideramos que en este último mutante glnII se encuentra sobreexpresado, ya que 

en las dos réplicas biológicas independientes donde fue evaluado se encontró 

significativamente aumentado en relación a la cepa salvaje. Sin embargo, el valor de rq 

en ambos casos fue lo suficientemente distante para obtener una desviación estándar 

grande que nos da como resultado un valor de fold change menor a 2. 
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Los resultados obtenidos al evaluar las cepas mutantes en GlnK nos sugieren que GlnK1 

y GlnK2 no estarían cumpliendo la misma función dentro de la regulación de la expresión 

de las glutamino sintetasas. Incluso, GlnK1 parecería afectar la regulación de glnA1 

mientras que GlnK2 estaría involucrada en la regulación de glnII. Sin embargo, cuando 

analizamos el mutante ΔglnK1ΔglnK2 detectamos que los niveles de glnA1 son similares 

a los de la cepa salvaje y los niveles de glnII se ven disminuidos. Estas medidas resultaron 

muy llamativas dado que no se correlacionan con las obtenidas para los mutantes 

simples. De todas maneras, con los datos obtenidos hasta el momento no es posible 

determinar detalladamente la vía mediante la cual las GlnK influirían en la regulación de 

las glutamino sintetasas. 

Finalmente, cuando analizamos la cepa ΔglnB llamativamente encontramos una 

disminución de los niveles de transcripto de glnA1 y un gran aumento de la expresión 

de glnII, semejante a lo que hemos observado que ocurre en la cepa salvaje cuando se 

enfrenta a una condición de escasez de N (Capítulo III; Martin et al., 1989). Estos datos 

nos conducen a pensar que probablemente GlnB sea la proteína sensora de los niveles 

de N intracelular y en su ausencia el sistema no sea capaz de detectar la presencia de 

NH4
+ y responda activando la NSR como si se enfrentara a una situación de inanición de 

dicho nutriente. 

Tabla VI.4 Expresión relativa de los genes que codifican para las proteínas GSI y GSII (glnA1 y 

glnII) en las distintas cepas mutantes en las proteínas PII a 5 días de cultivo en medio Evans. Los 

datos que se muestran corresponden al promedio de dos réplicas biológicas evaluadas en 

triplicado y su desviación estándar. El fold change representa la diferencia de expresión entre un 

determinado gen en la cepa mutante en relación a la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. Se 

consideran como sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold change mayor a 2, 

mientras que consideramos reprimidos aquellos cuyo fold change sea menor a -2. 
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Tomados en conjunto estos resultados muestran un indicio de que todas las copias de 

PII (GlnB, GlnK1 y GlnK2) son funcionales en B. diazoefficiens y que cada una de ellas 

pareciera cumplir un rol diferente en la regulación de la expresión de las diferentes 

isoformas de las glutamino sintetasas. Incluso, los datos obtenidos nos llevan a pensar 

que las funciones que cumplen cada una de las proteínas PII se complementan para 

llevar a cabo de manera eficiente el proceso de asimilación de NH4
+ de la bacteria en 

vida libre. 

 

VI.4.4 Medida de la actividad de glutamino sintetasa I (GSI) en los mutantes 

ΔglnK1, ΔglnK2, ΔglnB y ΔglnK1ΔglnK2  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de la cuantificación de los 

transcriptos que codifican para las GS, decidimos evaluar el efecto de las mutaciones de 

las PII sobre la actividad de dicha enzima.  

La actividad GS fue medida por la reacción -glutamil-transferasa (Bender et al., 1976), 

en células de las cepas mutantes ΔglnK1, ΔglnK2, ΔglnB y ΔglnK1ΔglnK2 que 

previamente fueron cultivadas durante 5 días en medio de Evans. Como mencionamos 

en el Capítulo V, las condiciones ensayadas en este trabajo únicamente nos permiten 

determinar la actividad enzimática de la isoforma GSI, en particular de aquella codificada 

por el gen glnA1 (blr4949).  

Podemos observar en la Figura VI.15 que la actividad GSI, en cualquiera de las cepas 

mutantes en glnK, ya sea ΔglnK1, ΔglnK2 o ΔglnK1ΔglnK2, resultó significativamente 

mayor en comparación a la obtenida para la cepa salvaje. En particular, ΔglnK1 presentó 

mayor actividad GSI que el resto de las mutantes, incluso más que ΔglnK1ΔglnK2. Por su 

parte, si comparamos el aumento de actividad de la cepa ΔglnK2 con el de ΔglnK1ΔglnK2 

no se observaron diferencias significativas. Estos resultados nos llevan a pensar en 

primer lugar, que las proteínas GlnK en la cepa salvaje tienen un efecto atenuante sobre 

la actividad de la enzima GSI y que GlnB no podría reemplazar esta función. Además, si 

fuera cierta esta hipótesis, y teniendo en cuenta la diferencia en la medida de actividad 

observada entre ΔglnK1 y ΔglnK2, pareciera que la eficiencia con que llevan a cabo esta 

función atenuante no es igual para GlnK1 que para GlnK2.  

 



Capítulo VI                                                                                             Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

196 
 

 

 

Por otra parte, los resultados obtenidos para el mutante ΔglnK1ΔglnK2 nos resultaron 

llamativos ya que, a pesar de tener una actividad aumentada en relación a la cepa 

salvaje, ésta no resultó tan marcada como la detectada en el mutante ΔglnK1, lo que 

nos sugiere que ante la ausencia de ambas GlnK debe estar actuando otro mecanismo 

de regulación que no permita la asimilación excesiva de NH4
+. 

Por último, al analizar las medidas obtenidas para el mutante ΔglnB observamos el 

efecto contrario al observado para las cepas mutantes en los genes glnK. La ausencia de 

GlnB produce una disminución significativa de la actividad GSI, lo que indicaría que la 

presencia de GlnB tiene un efecto positivo sobre la actividad de esta enzima. 

Estos resultados coinciden con el modelo propuesto por van Heeswijk y colaboradores 

(1996) para E. coli, donde GlnK cumpliría el rol de atenuar y GlnB de exacerbar el sistema 

de señalización en respuesta a las concentraciones de C y N intracelular.  

 

Figura VI.15 Medida de la actividad específica de la enzima GSI por la reacción -

glutamiltransferasa en las cepas ΔglnB, ΔglnK1, ΔglnK2, ΔglnK1ΔglnK2 a 5 días de cultivo en 

medio Evans. Los valores se expresan como nmoles de hidroxamato formado.min-1.mg de 

proteínas totales-1. Las columnas representan el promedio y las barras la desviación estándar de 

3 ensayos biológicos independientes realizados con 3 réplicas técnicas cada uno. Las letras 

iguales indican que no hay diferencias significativas con p < 0,01 en un análisis de varianza 

utilizando el test de Tukey.  
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VI.4.5 Cuantificación de amonio residual en sobrenadantes y análisis de los 

transcriptos amtB 

Como describimos en el Capítulo I, el ingreso de NH4
+ al interior celular es facilitado por 

los transportadores de amonio AmtB. Se ha demostrado en bacterias y arqueas que 

estas proteínas de transmembrana son capaces de interaccionar físicamente con las 

proteínas GlnK (Strosser et al., 2004; Heinrich et al., 2006; Conroy et al., 2007; Gruswitz 

et al., 2007; Tremblay et al., 2007; Yildiz et al., 2007) de manera que dicha interacción 

bloquea la entrada de NH4
+ cuando los niveles de N son suficientes en la célula.  

Sin embargo, en bacterias como R. rubrum, que contiene 3 homólogos de PII, dos 

proteínas pertenecientes a la familia de GlnK, denominados GlnJ y GlnK, y una 

perteneciente a la familia GlnB, se ha descripto que in vivo todos pueden interaccionar 

con los transportadores de amonio AmtB (Wolfe et al., 2007). Además, esta misma 

bacteria, como hemos descripto al inicio de este capítulo, posee dos copias del par 

génico glnK-amtB que se denominaron GlnJ-AmtB1 y GlnK-AmtB2. Estudios in vivo e in 

vitro han demostrado que la unión de GlnJ con AmtB1 es más estable que la unión de 

las otras PII a dicho transportador (Wolfe et al., 2007). Así, a pesar de que las tres PII 

homólogas pueden unirse al AmtB1, la afinidad de éstos homólogos por dicho 

transportador es significativamente diferente, siendo GlnJ la que mayor afinidad 

presenta (Wolfe et al., 2007) en este microorganismo. 

Teniendo en cuenta estos datos, y con el objetivo de intentar diferenciar el rol que 

cumple cada una de las PII de B. diazoefficiens, decidimos evaluar el ingreso de NH4
+ al 

interior celular de las diferentes cepas mutantes. Así, para llevar a cabo la cuantificación 

de este compuesto, se cultivaron durante 2, 5 o 10 días la cepa salvaje y las cepas ΔglnK1, 

ΔglnK2, ΔglnB y ΔglnK1ΔglnK2 en medio Evans. Transcurrido el tiempo deseado, se 

centrifugaron los cultivos y se conservó el sobrenadante de los mismos. La cantidad de 

NH4
+ residual en dichos sobrenadantes se determinó mediante el método colorimétrico 

del Indofenol (Solorzano, 1969) y se relativizó el valor obtenido de µmoles de NH4Cl 

según la cantidad de proteínas totales de cada cepa. Los resultados obtenidos se 

detallan en la Tabla VI.5.  
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En primer lugar, al analizar los sobrenadantes de la cepa salvaje, podemos corroborar 

que efectivamente la cantidad de NH4
+ proveniente del medio de cultivo fue 

disminuyendo a medida que aumentó la cantidad de días de crecimiento, y por ende, el 

metabolismo bacteriano. Observamos el cambio más trascendental entre los días 2 y 5 

que corresponden a la fase de crecimiento exponencial donde la cantidad de NH4
+ en 

sobrenadante se redujo un 95%. Mientras que el cambio observado entre los días 5 y 10 

resultó mucho más moderado debido a que las bacterias se encuentran en una fase 

estacionaria de su crecimiento. En este caso, al día 10 la cantidad de NH4
+ en el 

sobrenadante se redujo un 55% en base a la cantidad obtenida para el día 5. Sin 

embargo, esto implicó sólo un 3% más en relación a la cantidad medida al día 2, 

alcanzando una reducción total desde el día 2 al día 10 del 98%. 

Al comparar la cepa salvaje con las cepas mutantes encontramos una drástica 

disminución del ingreso de NH4
+ en la cepa ΔglnB. Sin embargo, si analizamos el 

comportamiento de esta cepa a lo largo de los días podemos observar que lentamente 

la cantidad de NH4
+ residual va disminuyendo hasta alcanzar, a los 10 días, una cantidad 

semejante a la detectada para la cepa salvaje. Estos resultados claramente nos indican 

que la asimilación de NH4
+ en esta cepa mutante es mucho lenta que en la cepa parental. 

A pesar de esto, cuando ΔglnB se duplica y alcanza la misma biomasa final que la cepa 

parental, la cantidad de NH4
+ en sobrenadantes de esta cepa mutante es prácticamente 

Tabla VI.5 Cuantificación de NH4+ residual en sobrenadantes de cultivos de las cepas ΔglnK1, 

ΔglnK2, ΔglnB y ΔglnK1ΔglnK2 en compración con la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. El 

método utilizado para la detección del NH4+ fue el método colorimétrico del Indofenol. Los cultivos 

de la cepa salvaje y las mutantes se crecieron durante 2, 5 o 10 días en medio Evans. Los datos que 

se muestran corresponden a los promedios y las desviaciones estándar de 3 ensayos biológicos 

cada uno con 3 réplicas técnicas. Las siglas NM indican que no fueron realizadas las medidas para 

esa cepa en esa condición. 



Capítulo VI                                                                                             Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

199 
 

igual que la que encontramos en los sobrenadantes de la cepa salvaje. Estos datos son 

coincidentes con la disminución en la actividad de la GS (ver Figura VI.16) y la 

disminución en la velocidad de crecimiento (ver Tabla VI.1), así como también con la 

biomasa final a la cual llegan (ver Figura VI.13), tanto la cepa mutante como la salvaje, 

una vez transcurridos 10 días de cultivo. 

Como ya hemos mencionado anteriormente en este capítulo, aunque los distintos 

homólogos de PII pueden interactuar con el transportador de amonio AmtB, en general 

se ha visto que AmtB interacciona específicamente con las proteínas de la familia GlnK 

(Thomas et al., 2000a; Conroy et al., 2006). En nuestro caso, si analizamos en detalle el 

fenotipo obtenido para la cepa ΔglnB, no sólo podemos observar que el ingreso de NH4
+ 

al interior celular se reduce drásticamente, sino que también tenemos un gran aumento 

de la expresión de glnK1 (Tabla VI.3). Estos resultados nos conducen a preguntarnos 

¿GlnK1 tiene mayor afinidad por el AmtB que el resto de sus homólogos en este rizobio? 

Si la función de GlnK1 es actuar como tapón de los transportadores, entonces, el ingreso 

de NH4
+ en ΔglnB podría estar siendo restringido por un aumento en la cantidad de esta 

proteína. Sin embargo, llamativamente cuando analizamos el fenotipo de las cepas 

mutantes en glnK, ni ΔglnK1, ni ΔglnK2 ni la doble mutante ΔglnK1ΔglnK2 mostraron 

diferencias significativas en comparación con la cepa parental. Este resultado podría 

deberse a que el medio Evans utilizado para llevar a cabo los ensayos, posee una 

cantidad balanceada de N y C (20 mM de NH4Cl y 50 mM de manitol con una relación 

C/N= 14), y probablemente la bacteria no sensa el shock de NH4
+ necesario para 

responder mediante el bloqueo de canales. En E. coli se ha reportado que para que esta 

interacción ocurra los niveles de NH4
+ extracelular deben ser mayores a 50 µM de 

(Javelle et al., 2004). 

En base a estos últimos resultados, se llevó a cabo la cuantificación de NH4
+ en un medio 

limitado en C como es el Evans Bajo C (con una formulación que posee una relación 

C/N=1,4, 20 mM de NH4Cl y 5, 5 mM de manitol). Los datos obtenidos de este ensayo 

parecieran indicar que la falta de cualquiera de las proteínas GlnK (GlnK1 o GlnK2) 

favorece el ingreso de NH4
+ al interior celular, mientras que la ausencia de GlnB, 

nuevamente, genera una restricción del ingreso de NH4
+ (Figura VI.16). Considerando 

los resultados obtenidos hasta el momento podríamos pensar que las proteínas GlnK 

estarían cumpliendo el rol de tapones interaccionando con los transportadores AmtB 
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regulando el ingreso de NH4
+. No obstante, los datos mostrados en este último ensayo 

son medidas preliminares y es necesario repetir los experimentos para obtener al menos 

3 réplicas biológicas independientes que nos permitan llegar a conclusiones más 

certeras.  

 

 

Para analizar un poco más en profundidad la dinámica de la regulación del ingreso y la 

asimilación de NH4
+ en B. diazoefficiens, decidimos evaluar el efecto de las mutaciones 

en las proteínas PII sobre la transcripción de los genes que codifican los transportadores 

AmtB. En particular, los resultados obtenidos al evaluar el ingreso de NH4
+ al interior 

celular en medio Evans nos llevaron a pensar que la expresión de dichos transportadores 

podría verse afectada por la falta de alguna de las PII. En este sentido, la deleción de los 

genes glnK podría conducir a una menor disponibilidad de tapones para regular el 

ingreso de NH4
+, y en consecuencia la bacteria podría estar regulando la expresión de 

los genes amtB para controlar de esta forma el ingreso de NH4
+ al interior celular. 

Para llevar a cabo este análisis, las cepas se cultivaron durante 2 días en medio Evans y 

se obtuvo el ARN total y el ADNc como se describió previamente en el Capítulo II. Los 

Figura VI.16 Cuantificación de NH4+ residual en sobrenadantes de cultivos de la cepa salvaje y las 

cepas mutantes en medio Evans Bajo C (con una formulación que permite un exceso de NH4+ 

extracelular). Las cepas se crecieron durante 5 días y la cuantificación de NH4+ se llevó a cabo a 

través del método colorimétrico del Indofenol. Los datos que se muestran corresponden a los 

promedios y las desviaciones estándar de 3 réplicas técnicas de una única réplica biológica. Los 

símbolos diferentes ( y ) representan diferencias significativas. 

 

** 

* * * 
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niveles relativos de transcriptos amtB1 y amtB2 se determinaron mediante qRT-PCR 

utilizando los cebadores que se detallan en la Tabla II.3.2. 

La Tabla VI.6 nos muestra que la expresión de amtB1 en las cepas ΔglnB y ΔglnK2 

aumentó significativamente en relación a la cepa salvaje. Mientras que al evaluar la 

doble mutante ΔglnK1ΔglnK2 la expresión de amtB1 se ve levemente disminuida.  

 

 

 

 

Por otra parte, los niveles de transcriptos de amtB2 no se ven modificados por la 

deleción de ninguna de las PII.  

Estos resultados nos resultaron particularmente interesantes. En el comienzo de este 

capítulo demostramos que glnK1 y amtB1 se expresan de manera conjunta, lo cual 

podemos observar que sucede cuando analizamos las expresiones relativas en la cepa 

ΔglnB, donde se observa un aumento de glnK1 (ver Tabla VI.3) que se correlaciona con 

un aumento similar de amtB1. Sin embargo, la mutante ΔglnK2 muestra un aumento en 

los niveles de transcriptos de amtB1 pero no se modifican los niveles de glnK1 (ver Tabla 

VI.3). En este punto, es importante señalar que esta comparación se puede realizar ya 

que las medidas de niveles relativos de transcriptos de las diferentes PII (Tabla VI.3) y 

de los transportadores de NH4
+ (Tabla VI.6) se realizaron en simultáneo en una misma 

corrida utilizando un mismo ADNc. 

Tabla VI.6 Expresión relativa de los genes que codifican para los posibles transportadores de 

amonio (amtB1 y amtB2) en las cepas ΔglnK1, ΔglnK2, ΔglnB y ΔglnK1ΔglnK2 en compración con 

la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110 cultivadas 2 días en medio Evans. El fold change 

representa la diferencia de expresión entre un determinado gen en la cepa mutante en relación a 

la cepa salvaje. Se consideran como sobreexpresados aquellos genes que presentan un fold 

change mayor a 2, mientras que consideramos reprimidos aquellos cuyo fold change sea menor 

a -2. Los datos que se muestran corresponden al promedio de dos réplicas biológicas evaluadas 

en triplicado y su desviación estándar.  
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Esto nos lleva a pensar que, probablemente, el transportador de amonio amtB1 posee 

un segundo promotor con una vía de regulación independiente que se activa bajo ciertas 

condiciones. Con respecto a esto, Čuklina y colaboradores (2016) realizaron estudios 

transcriptómicos sobre B. diazoefficiens en vida libre y dentro de nódulos de soja, los cuales 

aportan indicios acerca de la regulación de la expresión de estos clusters duplicados. Este 

tipo de regulaciones múltiples, donde encontramos que algunos genes pueden 

expresarse de manera conjunta en ciertas condiciones y de manera individual en otras 

debido a la presencia de un promotor interno, ya ha sido descripta para otros genes de 

B. diazoefficiens (Martin et al., 1989; Mongiardini et al., 2017). 

Si analizamos todos estos datos en conjunto, los mismos nos llevan a hipotetizar que las 

proteínas GlnK serían las responsables de taponar los transportadores de NH4
+ y que, 

GlnK1 podría tener mayor afinidad que GlnK2 por el transportador.  

Por otra parte, cuando glnK1 y glnK2 están ausentes (ΔglnK1ΔglnK2), la expresión de 

amtB1 disminuye, probablemente porque sólo hay trímeros de GlnB que no son capaces 

de llevar a cabo la función de tapón que cumple GlnK y, por lo tanto, la manera de 

regular la entrada de NH4
+ sería reduciendo la cantidad de transportadores AmtB (sin 

considerar que el ingreso de NH3 al interior celular se produce por difusión). Por otra 

parte, cuando GlnK1 está ausente (ΔglnK1) no se necesitarían menos AmtB porque 

probablemente GlnK2 pueda reemplazarla. 

En el caso de la cepa ΔglnK2, podemos encontrar trímeros de GlnB o GlnK1, y 

suponiendo que GlnK1 tiene mayor afinidad por los transportadores que GlnK2, 

entonces la bacteria necesitaría aumentar la cantidad de AmtB para permitir el ingreso 

de NH4
+. 

Finalmente, cuando la bacteria no tiene GlnB, el aumento de la cantidad de transcriptos 

de glnK1 podría deberse a que GlnK1 intentaría suplir ciertas funciones que en una cepa 

salvaje serían llevadas a cabo por GlnB. Pero ese aumento de glnK1 también 

desencadenaría el aumento en los transportadores, o por estar en operón o por 

necesitar más AmtB libre que no sean bloqueados por GlnK1. 
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VI.5 Resumen y Discusión 

En este capítulo analizamos los tres genes que codifican para las proteínas PII de B. 

diazoefficiens, una copia del gen glnB (blr4948) y dos copias de glnK cada una de ellas 

ubicadas de manera adyacente a un transportador de NH4
+ amtB, que hemos 

denominado arbitrariamente glnK1 (blr0612)-amtB1 (blr0613) y glnK2 (blr0606)-amtB2 

(blr0607 y blr0608).  

El análisis in sílico de las secuencias de las proteínas PII nos permitió detectar los sitios 

de uridilación que contienen el residuo Tyr51 caracterísitico para esta familia de 

proteínas, así como también determinar los altos niveles de homología entre ellas 

(Figura VI.1). En cuanto al análisis de las secuencias proteicas de los transportadores de 

NH4
+, nos permitió observar la escasa similitud entre ellos y nos llevó a pensar que la 

copia AmtB2 podría haber sufrido una inserción en su secuencia (Figura VI.4; Anexo 1.1) 

en algún momento de la evolución y podría no ser funcional. 

El análisis de los transcriptos de los genes que codifican para las proteínas PII y para los 

AmtB nos indicó que, en las condiciones ensayadas (una condición sin limitación de N ni 

de C como es el medio Evans), todos los genes evaluados se expresan (Figura VI.5), 

indicando que glnB y las glnK de B. diazoefficiens no poseen una expresión diferencial 

como ocurre en otros microorganismos.  

Otro dato interesante que observamos fue que el par glnK1-amtB1 se encuentra 

formando parte de un operón (Figura VI.6), aunque bajo ciertas circunstancias la 

expresión de amtB1 parecería responder a un segundo promotor de manera 

independiente (Tabla VI.3 y. Tabla VI.6). Por su parte, la expresión de glnK2 y amtB2 

resultó ser una de las excepciones a los sistemas glnK-amtB descriptos comúnmente ya 

que no se expresan conjuntamente (Figura VI.6). Estos resultados concuerdan con los 

datos obtenidos por Jelena Čuklina et al. (2016), donde fue posible detectar un inicio de 

transcripción que se activa en vida libre ubicado en la posición 652147 del genoma de 

B. diazoefficiens, que se encuentra justamente localizado entre los genes glnK2 

(651801..652139) y amtB2 (652211..653227). 

La caracterización fenotípica de las cepas mutantes ΔglnK1, ΔglnK2, ΔglnB y 

ΔglnK1ΔglnK2 indicó que ninguna de las tres PII es esencial por sí sola para el 

crecimiento de las bacterias en medios limitados en N (Figura VI.13-Paneles C y D; 
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Figura VI.14 – Paneles A y B). Sin embargo, al analizar un medio con cantidad suficiente 

de N como es el medio Evans, encontramos que la ausencia de glnB hace que la cepa 

mutante posea una velocidad de crecimiento menor que la salvaje (Tabla VI.1), aunque 

finalmente es capaz de alcanzar una biomasa final igual a la cepa parental (Figura VI.13- 

Panel A y B). Estos datos nos llevan a pensar que GlnB es de gran importancia para 

sensar inicialmente las cantidades de glutamina y α-cetoglutarato intracelulares y para 

la puesta en marcha de la regulación del metabolismo del NH4
+, en particular en una 

condición donde este nutriente se encuentra en exceso. Además, la capacidad de la cepa 

ΔglnB para adaptarse y alcanzar una biomasa final equivalente a la de la cepa salvaje 

cuando se cultiva en medio Evans (Figura VI.13-Paneles A y B) nos indica que la función 

que lleva a cabo GlnB puede ser sustituida finalmente por alguna de las otras proteínas 

PII que encontramos en B. diazoefficiens. Estos resultados se correlacionan con el 

aumento de transcriptos de glnK1 durante los primeros días de crecimiento de la cepa 

mutante ΔglnB (Tabla VI.3), lo que estaría indicando que la falta de GlnB podría ser 

reemplazada por GlnK1. 

Asimismo, pudimos observar que la velocidad de crecimiento de la cepa mutante 

ΔglnK1ΔglnK2 se ve alterada en relación a la velocidad de crecimiento de B. 

diazoefficiens cuando dichas cepas se cultivan en extrema escasez de NH4
+ (Evans Bajo 

N) (Tabla VI.1). En cambio, cuando el medio de cultivo posee glutamato como única 

fuente nitrogenada o NH4
+ en condiciones no limitantes, no se observan diferencias en 

la velocidad de crecimiento de la doble mutante con respecto a la cepa salvaje (Tabla 

VI.1 y Tabla VI.2), indicando que probablemente la función que cumplen las GlnK sea 

relevante principalmente en condiciones de inanición extrema de NH4
+. 

Por otra parte, pudimos observar que, dependiendo de cuál de las PII delecionemos, el 

patrón de expresión de glnII y glnA1 cambia, indicando que todos los homólogos de PII 

son funcionales y que afectan de alguna manera, directa o indirecta, a la regulación de 

la expresión de las glutamino sintetasas (Tabla VI.4). 

Adicionalmente, también detectamos que GlnK y GlnB poseen un efecto contrario sobre 

la actividad de la isoforma GSI: las proteínas GlnK (tanto GlnK1 como GlnK2) parecerían 

tener un efecto atenuante sobre la actividad de la enzima GSI, mientras que GlnB no 

sólo no puede reemplazar esta función, sino que pareciera tener un efecto positivo 

sobre la actividad de esta enzima (Figura VI.15). 
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Los resultados obtenidos se correlacionan con los datos registrados al cuantificar el NH4
+ 

residual de los sobrenadantes de cultivos de las cepas mutantes. En la cepa ΔglnB la 

asimilación de NH4
+ resultó mucho lenta que en la cepa parental aunque, con el pasar 

del tiempo, ΔglnB es capaz de metabolizar casi la misma cantidad de NH4
+ que la cepa 

salvaje (Tabla VI.5). Esto explicaría la disminución en la actividad de la GSI (Figura VI.15) 

y la disminución en la velocidad de crecimiento (Tabla VI.1), así como también la 

similitud en la biomasa final alcanzada cuando entran en fase estacionaria tanto la cepa 

mutante como la salvaje (Figura VI.13). 

Por otra parte, cuando analizamos la expresión relativa de los transportadores de AmtB 

pudimos observar que los niveles de transcriptos de amtB2 no se ven modificados por 

la deleción de ninguna de las PII (Tabla VI.6). Este resultado nos indica que la expresión 

de este gen no depende de la cascada de regulación donde intervienen estas proteínas. 

Contrariamente, al evaluar la expresión del transportador amtB1 observamos que la 

misma se encuentra relacionada con la presencia o ausencia de las PII (Tabla VI.6), 

aunque con los datos obtenidos hasta el momento no es posible esclarecer la vía de su 

regulación. Los resultados obtenidos al analizar la expresión de este gen en las distintas 

cepas mutantes en relación a la cepa salvaje nos conducen a pensar que las GlnK serían 

las responsables de taponar los transportadores de NH4
+ y que, GlnK1 podría tener 

mayor afinidad por dichos transportadores que GlnK2. 

Todos estos resultados tomados en conjunto sugieren en primer lugar, que todas las 

copias de PII: GlnB, GlnK1 y GlnK2 estarían cumpliendo un rol en la regulación del 

metabolismo de N en B. diazoefficiens en vida libre y, además, el rol que cumple cada 

una de ellas es diferente, aunque algunas funciones podrían superponerse. Sin embargo, 

es necesario el accionar de las tres proteínas en conjunto para el correcto proceso de 

asimilación de NH4
+ indicando que, a pesar de la aparente redundancia de tener varias 

proteínas de señalización, cada una de ellas sería parte fundamental de una regulación 

fina de la activación de la NSR. 
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Introducción 

La interacción rizobio-leguminosa constituye una protocooperación en la que ambos 

individuos pueden vivir de forma independiente, pero, cuando se asocian, sacan 

provecho uno del otro. Por un lado, la planta le brinda protección a los rizobios frente a 

las condiciones adversas del suelo y les suministra fuentes de C y energía para que éstos 

puedan vivir dentro de los nódulos. Por su parte, los rizobios reducen el N2 atmosférico 

a NH4
+, y se lo brindan a la planta en forma de este compuesto, de aminoácidos o de 

ureídos según la especie de rizobio (Pate et al., 1980, Lodwig y Poole, 2003). De este 

modo, la planta dispone de compuestos nitrogenados fácilmente asimilables para sus 

requerimientos metabólicos y para adaptarse a suelos pobres en este nutriente, 

mejorando así su crecimiento.  

Un aspecto importante a resaltar de la fijación biológica de N2 es que este proceso es 

independiente del metabolismo de N de la bacteria en vida libre (Patriarca et al., 2002). 

La desregulación de los genes estructurales y regulatorios de la asimilación de NH4
+ es 

un paso clave y necesario para que la diferenciación del simbiosoma sea eficiente y por 

ende, que el desarrollo del nódulo sea efectivo (Patriarca et al., 2004). Incluso, se ha 

demostrado que, en bacteroides con fenotipo Fix+ (que fijan eficientemente N), la 

asimilación de NH4
+ se encuentra reducida a muy bajos niveles ya que el NH4

+ obtenido 

a partir de la fijación simbiótica del N2 atmosférico es transferido prácticamente en su 

totalidad a la planta (Howitt et al., 1986; de Bruijn et al., 1989; Shatter y Kahn 1993 

Lodwig y Poole, 2003).  

Además, cepas de rizobios mutantes en genes involucrados en la asimilación de NH4
+ 

(genes que codifican para las enzimas GS y GOGAT) y en la regulación del metabolismo 

del N en vida libre (que codifican para las proteínas PII o el sistema de regulación NtrBC), 

demostraron ser capaces de formar nódulos y fijar N2 (Howitt et al., 1986; Carlson et al., 

1987; de Bruijn et al., 1989; Udvardi et al., 1992; Shatters y Kahn 1993; Yurgel et al., 

2008; Yurgel et al., 2010). Estos resultados indicarían que las proteínas involucradas en 

la asimilación de NH4
+ no serían necesarias para llevar a cabo una simbiosis eficiente 

(Kahn, 1985; Udvardi, 1993).  

Sin embargo, en E. meliloti 2011 se ha demostrado que el metabolismo del N de la 

bacteria en vida libre se encuentra acoplado a los procesos de infección y formación de 
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los nódulos y, en particular, esta conexión involucra a la proteína de señalización PII: 

GlnB (Arcondéguy et al., 1997). Los nódulos obtenidos a partir de la inoculación de 

plantas de alfalfa con cepas mutantes en glnB de este rizobio resultaron en su mayoría 

pseudonódulos con una alta actividad nitrogenasa. A pesar de esto, las plantas 

inoculadas con estas cepas tuvieron un menor desarrollo de su parte aérea, la cual se 

observó de color amarillenta indicando la ausencia de la fijación de N2 (Arcondéguy et 

al., 1997). 

En otros casos, como Azorhizobium caulinodans ORS571 (simbionte de la leguminosa 

tropical Sesbania rostrata), la deleción de glnB también afecta la fijación de N2 en 

simbiosis. En este caso, la cepa mutante fue capaz de formar nódulos como la cepa 

salvaje, sin embargo, no posee actividad nitrogenasa y las plantas inoculadas con ella 

poseen un desarrollo escaso (Michel-Reydellet et al., 1997). Esta regulación también se 

ha observado en bacterias fijadoras de N2 en vida libre como por ejemplo Rhodospirillum 

rubrum. En esta bacteria se ha demostrado que sólo GlnB en su forma uridilada es capaz 

de inducir la expresión de los genes nif para expresar el complejo de la nitrogenasa y 

llevar a cabo la fijación biológica de N2 (Zhang et al., 2000). Por el contrario, en 

Herbaspirillum seropedicae, una -proteobacteria fijadora de N, GlnK es la principal 

responsable de la expresión de los genes nif (Noindorf et al., 2011). Como se puede 

apreciar, la regulación de los genes nif (necesarios para la síntesis de la nitrogenasa) y 

fix depende del microorganismo en estudio.  

En base a los antecedentes expuestos y dado que la función de las diferentes PII en B. 

diazoefficiens en simbiosis aún no ha sido descripta, nos propusimos evaluar el fenotipo 

de cada una de las cepas mutantes en su interacción simbiótica con las plantas de soja. 

 

VII.1 Rol de las proteínas PII en la nodulación y en la fijación biológica de 

N2 

Para evaluar la capacidad de nodulación y fijación de N2 en plantas de soja de las cepas 

mutantes en las proteínas PII, se procedió como se describe en el Capítulo II.6.3 y en la 

Figura VII.1. Brevemente, las cepas utilizadas B. diazoefficiens USDA 110, ΔglnK1, ΔglnK2 

y ΔglnB, se cultivaron durante 6 días (hasta fase estacionaria) en Evans Bajo N. En 

particular, optamos por utilizar este medio de cultivo debido a que, como ya hemos 
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mencionado, estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado una influencia 

positiva de las condiciones de inanición de N sobre los procesos tempranos de 

interacción entre B. diazoefficiens y las plantas de soja (López-García et al., 2001; López-

García, 2004). En particular, en este trabajo de Tesis hemos demostrado que Evans Bajo 

N es un medio con escasez extrema de NH4
+. 

 

 

 

A partir de estos cultivos realizamos diluciones hasta obtener una concentración de 

aproximadamente 106 UFC.ml-1. 1 ml de cada uno de estos cultivos diluidos se utilizaron 

para inocular entre 7 y 10 plantas por cepa a evaluar. Además, se dejó el mismo número 

de plantas sin inocular como controles negativos. El tiempo de cultivo de las plantas 

varió entre 21 y 60 días según el ensayo a realizar, como describiremos a continuación. 

En primer lugar, evaluamos la nodulación y la fijación de N2 en plantas cultivadas 

durante 21 días en cámara de plantas. Para ello, se obtuvieron los nódulos de cada una 

de ellas, se registró el número total de nódulos por planta y posteriormente se secaron 

Figura VII. 1 Esquema experimental para los ensayos de interacción con plantas de soja. 
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durante 20 días para determinar su biomasa total. Este mismo procedimiento de secado 

se llevó a cabo con la parte aérea de cada planta ensayada (Tabla VII.1). 

 

 

 

Al analizar los resultados obtenidos para las plantas inoculadas con la cepa ΔglnB 

observamos que presentaban una menor cantidad de nódulos. Incluso, éstos eran más 

pequeños que los obtenidos de las plantas inoculadas con la cepa salvaje y de color 

blanquecino en su interior (pseudonódulos). Estas características se vieron reflejadas en 

el peso seco de los nódulos donde también se determinó una disminución del mismo 

(Tabla VII.1). 

Por su parte, las plantas inoculadas con las cepas ΔglnK1 y ΔglnK2 generaron similar 

cantidad de nódulos y con una biomasa final también similar a aquellas inoculadas con 

la cepa parental (Tabla VII.1). Asimismo, los nódulos obtenidos al inocular con estas 

cepas mutantes se vieron, a simple vista, morfológicamente similares a los obtenidos al 

inocular con B. diazoefficiens USDA 110, con ornamentas externas y en su interior un 

color rojizo característico nódulos fijadores de N. 

A partir de las muestras secas de la parte aérea llevamos a cabo la cuantificación de 

ureídos en hojas (que representa una medida indirecta de la fijación biológica de N2) 

Tabla VII.1 Evaluación de la nodulación y la fijación biológica de N2 de las cepas mutantes en las 

proteínas PII y la cepa salvaje B. diazoefficiens USDA 110. Los datos de la cuantificación de ureídos 

(medidos como mM de alantoína/g de planta), el número de nódulos por planta y el peso seco de 

los mismos corresponden a las plantas cultivadas durante 21 días en cámara de plantas. Mientras 

que los datos del peso seco de la parte aérea se obtuvieron a partir de plantas cultivadas durante 

aprox. 60 días en invernáculo. Los resultados muestran el promedio y la desviación estándar de 

dos ensayos biológicos independientes. Los datos se analizaron en un análisis de varianza con p 

< 0,01 utilizando el test de Tukey. 

Cepa a evaluar N° de nódulos/ Peso seco de nódulo mM alantoína/ Peso seco parte 
 planta (mg) / planta g de planta aérea (g) 

USDA 110 14.3 ± 4.2 37.7 ± 13.0 20.2 ± 2.9 1.0 ± 0.1 

glnK1 11.9 ± 4.5 31.5 ± 8.3 15.5 ± 2.7 1.0 ± 0.1 

glnK2 21.5 ± 6.2 29.7 ±10.0 16.6 ± 4.8 1.2 ± 0.1 

glnB 3.83 ± 2.2 16.3 ± 6.2 11.6 ±3.7 0.6 ± 0.2 
Control sin 

inocular - - 12.7 ±2.4 0.6 ± 0.1 
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como se describe en el Capítulo II.6.4. Mediante esta técnica se pudo observar que en 

aquellas plantas inoculadas con el mutante ΔglnB la concentración de ureídos resultó 

menor que el valor que se obtuvo para la cepa salvaje USDA 110, pero similar a la medida 

obtenida para los controles no inoculados, indicando que la fijación biológica de N2 está 

reducida en la cepa ΔglnB. Por su parte, las plantas inoculadas con las cepas mutantes 

ΔglnK1 y ΔglnK2 no mostraron diferencias significativas en la cantidad de ureídos en 

hoja en relación a la cepa salvaje (Tabla VII.1), lo que podríamos suponer que las 

proteínas GlnK de B. diazoefficiens no son necesarias para llevar a cabo la fijación de N2. 

Para confirmar el fenotipo observado mediante la cuantificación de ureídos en hoja, 

llevamos a cabo otro ensayo de nodulación como se describió anteriormente, pero esta 

vez las plantas inoculadas se cultivaron durante aproximadamente 60 días en 

invernáculo. La capacidad de fijar N2 en este caso se evaluó mediante la medida del peso 

seco de la parte aérea. Es importante señalar que esta medida también fue evaluada en 

el ensayo de plantas de 21 días anteriormente descripto, pero en esa instancia no se 

observaron diferencias significativas, debido probablemente al poco tiempo de 

desarrollo de las plantas que aún no habían llegado a expresar su deficiencia en N.  

En este ensayo, al evaluar la biomasa de las plantas cultivadas durante 60 días pudimos 

observar que aquellas que habían sido inoculadas con la mutante ΔglnB mostraron una 

disminución significativa en el peso seco de la parte aérea semejante al obtenido para 

las plantas sin inocular (Tabla VII.1). Asimismo, macroscópicamente estas plantas se 

presentaban amarillentas y más pequeñas a partir de los 28 días post inoculación, 

indicando una menor fijación de N2 que la cepa parental (Figura VII.2 – Panel A).  
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Figura VII.2 Aspecto macroscópico de las plantas, raíces y nódulos a los 28 días post inoculación. 

A) Fotografía de las plantas de soja (G. Max) inoculadas con suspensiones bacterianas (del orden 

de 106
 
UFC.ml-1.planta-1) de las cepas B. diazoefficiens USDA 110, ΔglnK1, ΔglnK2 y ΔglnB o con 

solución de Fähraeus (control sin inocular). B) Fotografía de las raíces y los nódulos obtenidos de 

las plantas mencionadas en el inciso A. El control negativo no presentó nódulos en sus raíces. 



Capítulo VII                                                                                           Tesis Doctoral Florencia Lamelza 

212 
 

Además, las plantas inoculadas por la cepa ΔglnB nuevamente presentaron escasa 

cantidad de nódulos, de un tamaño pequeño y de color blanquecino (pseudonódulos), 

indicando la ausencia de bacteroides fijadores de N2 (Figura VII.2 - Panel B). Todas estas 

características describen un fenotipo defectivo en la fijación simbiótica de N2 (Fix-) de 

esta cepa. 

Por otra parte, las plantas inoculadas con las cepas ΔglnK1 y ΔglnK2 mostraron un 

fenotipo macroscópico similar al de la cepa salvaje, de color verde oscuro y de mayor 

tamaño que los controles sin inocular (Figura VII.2 – Panel A).  

A pesar que a los 28 días de crecimiento las plantas inoculadas con las cepas ΔglnK1 

parecían tener un menor desarrollo que la cepa salvaje, al evaluar su biomasa a 60 días 

no se observaron diferencias significativas en relación a la biomasa obtenida para las 

plantas inoculadas con B. diazoefficiens USDA 110 (Tabla VII.1). Incluso, como se puede 

ver en la Figura VII.2 - Panel B los nódulos obtenidos a partir de las plantas inoculadas 

con las cepas ΔglnK1 y ΔglnK2 resultaron similares a los obtenidos al inocular con la cepa 

salvaje. 

VII.2 Análisis morfológico y de la ultraestructura de nódulos de soja 

inducidos por B. diazoefficiens USDA 110 y las cepas mutantes en las 

proteínas PII 

Para complementar los estudios de interacción con plantas de soja, se seleccionó del 

mismo ensayo anteriormente mencionado, a los 28 días post inoculación, una planta de 

cada una de las condiciones evaluadas y los nódulos obtenidos fueron seccionados 

longitudinalmente para luego ser observados al microscopio óptico (Figura VII.3). 

Mediante esta técnica pudimos ver que los nódulos obtenidos al inocular con la cepa 

ΔglnB poseen una menor ocupación respecto a los nódulos invadidos por la cepa salvaje 

(Figura VII.3- Panel B y F). Por su parte, resultó llamativo que, si bien el aspecto 

macroscópico de los nódulos producidos por la cepa mutante ΔglnK1 parecían ser 

similares a los obtenidos en plantas inoculadas con la cepa salvaje, también presentaron 

un menor nivel de ocupación (Figura VII.3- Panel C y G), indicando que tanto GlnB como 

GlnK1 parecen ser necesarias para el proceso de invasión de los nódulos. Finalmente, 
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los nódulos infectados por la cepa ΔglnK2 no presentaron diferencias significativas en 

cuanto a su grado de ocupación (Figura VII.3- Panel D y H).  

  

Figura VII.3 Microscopía óptica de cortes transversales de nódulos de soja (Glycine max) 

ocupados por las cepas B. diazoefficiens USDA 110 (A y E), ΔglnB (B y F), ΔglnK1 (C y G) y ΔglnK2 

(D y H). Las imágenes A, B, C y D tienen una magnificación de 40X y las imágenes E, F, G y H de 

400X. Las flechas en rojo señalan algunos de los gránulos de almidón encontrados en las cepas 

mutantes. 
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Al realizar un análisis más detallado de estas imágenes pudimos detectar que los 

nódulos de todas las cepas mutantes evaluadas presentaban una gran acumulación de 

gránulos de almidón (algunos de ellos indicados en la Figura VII.3 con flechas rojas). En 

particular, los nódulos invadidos por la cepa ΔglnB presentaron la mayor cantidad de 

gránulos (Figura VII.3- Panel F). Sin embargo, los nódulos invadidos tanto por ΔglnK1 

como por ΔglnK2 también mostraron un aumento en la cantidad de gránulos de, 

almidón en relación a la cepa salvaje pero no tan significativos como ΔglnB (Figura VII.3- 

Paneles G y H).  

Este aumento en la cantidad de almidón disponible dentro del nódulo podría estar 

indicando que los compuestos carbonados que la planta le brinda al bacteroide no son 

utilizados en su totalidad por las cepas mutantes probablemente debido a un 

desbalance de su metabolismo de C y N. Este fenotipo había sido descripto previamente 

para cepas mutantes en glnB de E. meliloti 2011 (Arcondéguy et al., 1997). Sin embargo, 

la vinculación entre las proteínas PII y los acúmulos de almidón aún no se ha investigado. 

Este desbalance de C observado nos conduce a pensar nuevamente que las 3 proteínas 

PII de B. diazoefficiens son funcionales, y en este caso parecieran ser importantes para 

regular el metabolismo de N dentro del bacteroide. 

Finalmente, analizamos los mismos cortes de nódulos mediante microscopía 

electrónica, y observamos que efectivamente la ultraestructura de los nódulos 

obtenidos de plantas inoculadas con ΔglnB difieren drásticamente de la obtenida de 

nódulos invadidos por la cepa salvaje (Figura VII.4). En este sentido, en los nódulos 

ocupados por ΔglnB sólo pudieron encontrarse unos pocos bacteroides en simbiosomas, 

con grandes vacuolas vegetales y gran cantidad de tejido necrótico (Figura VII.4- Paneles 

E y F), lo que puede interpretarse como bacteroides lisados, constituyendo en su 

conjunto compartimentos “líticos”, señal típica de degradación (Werner et al., 1984). 

Estos resultados fueron coincidentes con el fenotipo macroscópico observado en las 

plantas inoculadas con esta cepa, donde se detectó un menor desarrollo de la parte 

aérea y con un color amarillento similar al de las plantas sin inocular, indicando en 

conjunto la ausencia de la fijación de N2. Además, la presencia de hilos de infección 

(Figura VII.4- Paneles F) y de bacteroides en los simbiosomas nos sugiere que 

probablemente la ausencia de GlnB no afecte el proceso de invasión del nódulo, sino a 

la supervivencia del bacteroide en el interior del mismo. Sin embargo, es necesario 
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profundizar los estudios del fenotipo de ΔglnB en simbiosis para esclarecer esta 

hipótesis. 

 

 

Figura VII.4 Microscopía electrónica de nódulos de soja (G. max) ocupados por las cepas B. 

diazoefficiens USDA 110 (A), ΔglnK2 (B), ΔglnK1 (C y D), ΔglnB (E y F). Los paneles C y D muestran 

la diferencia de ocupación observada en distintas zonas de un mismo nódulo para la cepa ΔglnK1. 

Las barras en el interior de la imagen corresponden a 2 µm. Las imágenes tienen una 

magnificación de10.000X. En los paneles se marcan: (inf) simbiosomas infectados, (noinf) sin 

infectar, (n) núcleo celular, (H) hilos de infección y (V) vacuolas vegetales. 
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Por otra parte, al analizar la ultraestructura de los nódulos ocupados con la cepa ΔglnK1 

se encontró que efectivamente algunas zonas eran similares a los nódulos invadidos por 

la cepa salvaje y otras zonas se encontraban mayoritariamente células vacías y sólo 

algunas de ellas con escasos o nulos bacteroides (Figura VII.4- Paneles C y D). Sin 

embargo, basándonos en los datos obtenidos en este trabajo de Tesis parecería que esta 

disminución en la ocupación de los nódulos no afecta el proceso de fijación de N2 (Tabla 

VII.1).  

Finalmente, la ultraestructura de los nódulos obtenidos de plantas inoculadas con la 

cepa ΔglnK2 resultaron similares a la de los nódulos invadidos por B. diazoefficiens USDA 

110 (Figura VII.4- Panel B).  

VII.3 Resumen y Discusión 

La determinación de los factores que influyen directamente en el desarrollo de las 

distintas etapas de la interacción rizobio-leguminosa, es objeto continuo de 

investigación por diferentes grupos de trabajo. En particular, se realizan muchos 

esfuerzos para optimizar la simbiosis B. diazoefficiens - soja, dada la importancia de este 

cultivo a nivel mundial, y en particular en nuestro país. 

En este capítulo evaluamos el rol de las proteínas PII en dicha interacción simbiótica y la 

posterior fijación de N2. La importancia de las proteínas PII en bacteroides de B. 

diazoefficiens aún no había sido estudiada, sin embargo, estudios de transcriptómica 

realizado por Pessi y colaboradores (2007), determinaron que los niveles de glnK1 

aumentan 9 veces en el bacteroide en relación a la bacteria en vida libre, y que la 

inducción de este gen se encuentra regulado a través del factor σ54. Además, en el 2010 

Delmotte y colaboradores detectaron a partir de estudios proteómicos la presencia de 

GlnB y GlnK1 en bacteroides de B. diazoefficiens, sugiriendo que estas proteínas 

cumplen un rol determinado en el metabolismo de la bacteria dentro del nódulo. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral resultaron concordantes con 

estos antecedentes previos. En este sentido, determinamos que la cepa mutante ΔglnB 

produce un fenotipo alterado de la nodulación, presentando un menor número de 

nódulos más pequeños y blanquecinos (pseudonódulos) (Figura VII.2 - Panel B). El 

análisis microscópico demostró que los mismos tenían un grado de ocupación mucho 
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menor (Figura VII.3 - Panel B y F) y que contenían, principalmente, tejidos necróticos, 

con grandes vacuolas vegetales y escasos bacteroides (Figura VII.4 - Paneles E y F). Estas 

observaciones también se correlacionaron claramente con una disminución de la 

fijación de N2 de esta cepa, lo que trajo aparejado plantas pequeñas y con una coloración 

amarillenta, signos típicos de una deficiencia de N en el cultivo de la leguminosa. Estos 

resultados sugieren que GlnB es importante para el desarrollo y morfogénesis de los 

nódulos como así también para la subsistencia del bacteroide en su interior. Además, 

GlnB no sólo estaría cumpliendo un rol esencial en el metabolismo de N del rizobio en 

vida libre sino también parecería ser fundamental cuando éste último se encuentra en 

el interior del nódulo. 

Por su parte, GlnK1 también pareciera influir en el proceso de invasión del nódulo, 

principalmente debido a la menor ocupación observada en los cortes de nódulos de 

plantas inoculadas con la cepa ΔglnK1 (Figura VII.3 - Panel C y G). Sin embargo, el 

fenotipo observado en las plantas inoculadas con esta cepa mutante (plantas de color 

verde oscuro y de similar tamaño a las inoculadas con la cepa salvaje) y la cantidad y 

aspecto macroscópico de los nódulos junto con la medida de la cantidad de ureídos en 

hojas (Tabla VII.1), nos indica que la fijación biológica de N2 no se ve alterada por la 

menor ocupación. En este caso, no logramos esclarecer cuál sería la función de GlnK1 

en este proceso. 

Finalmente, GlnK2 no afecta los procesos de nodulación y fijación de N2, ya que no se 

observó ninguna diferencia significativa en relación a las plantas inoculadas con B. 

diazoefficiens USDA 110, indicando que esta proteína no está involucrada en la 

simbiosis. 

Por otra parte, otro dato llamativo fue que los nódulos invadidos por las cepas mutantes 

mostraron una acumulación de gránulos de almidón inusual, en particular la cepa glnB 

(Figura VII.3 – Paneles E, F, G y H). Los compuestos carbonados brindados por la planta 

se transportan al nódulo en forma de sacarosa (Streeter, 1981; Reibach y Streeter, 1983; 

Gordon et al., 1985; Kouchi y Yoneyama, 1986; Streeter, 1987) y una vez en el interior 

de la célula vegetal infectada, la sacarosa se convierte principalmente en malato, 

succinato y fumarato (Ledwig y Poole, 2003). Estos ácidos dicarboxílicos son 

transportados al interior del bacteroide a través de sistemas específicos (Ledwig y Poole, 

2003) y son utilizados para adquirir la energía necesaria para llevar a cabo la fijación de 
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N2 y para satisfacer sus demandas metabólicas (Forrest et al., 1991). Cuando los 

bacteroides no utilizan estos compuestos, la sacarosa que ingresa a la célula vegetal 

infectada se almacena en forma de almidón (Thummlerf y Vermad, 1987; Vermad, 

1989).  

En base a estos datos bibliográficos podemos pensar que la presencia de gránulos de 

almidón en las cepas mutantes en las proteínas GlnK podría deberse a un desbalance 

metabólico de los bacteroides que los conduzca a consumir una menor cantidad de 

ácidos dicarboxílicos, aunque suficiente para llevar a cabo la fijación biológica de N2 de 

igual manera que la cepa salvaje. En el caso del mutante en GlnB la acumulación de 

gránulos de almidón es mucho más exacerbada, lo que se correlaciona con la escasez de 

bacteroides presentes en el nódulo y la ausencia de fijación de N2. 

Los resultados obtenidos a partir del presente trabajo abren un abanico de nuevos 

interrogantes acerca de la función de las proteínas PII en la simbiosis. Con las 

observaciones realizadas, se puede hipotetizar que GlnB es esencial para la bacteria en 

sus dos estadios, regulando (directa o indirectamente) los metabolismos de C y N no 

sólo en vida libre sino también dentro del nódulo. De esta manera, GlnB está sujeta a un 

control de regulación más fino que conduce a que esta PII siga activa en el bacteroide. 

Sería interesante a futuro identificar cuáles son las proteínas que regulan las PII durante 

el proceso de diferenciación del nódulo, y luego dentro del mismo, con el fin de 

encontrar una explicación al rol que poseen estas proteínas en la fijación simbiótica de 

N2.  
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VIII.1 Discusión general  

La increíble habilidad que poseen los microorganismos para adaptarse a los diversos 

ambientes se debe en gran parte a la versatilidad de sus metabolismos. En este sentido, 

los microorganismos que habitan en el suelo, y en particular las bacterias, están 

sometidos a una amplia variedad de estreses ambientales y, debido a su pequeño 

tamaño y a su elevada relación superficie / volumen, cualquier cambio ambiental 

impacta en su estado metabólico rápidamente. Ante esta situación desfavorable que 

podría resultar en el daño de componentes vitales de la célula, las bacterias han 

desarrollado respuestas adaptativas que les permiten monitorear su entorno y 

desencadenar cambios en la regulación de sus actividades metabólicas, mediante la 

activación de cascadas de señalización con el objetivo de contrarrestar las 

perturbaciones que pueden sufrir. 

Existe abundante literatura referida a los efectos y consecuencias del estrés ambiental 

sobre la viabilidad bacteriana (Rice et al., 1977; Lowendorf et al., 1981; Crist et al., 1984; 

Brockwell et al., 1995; Foster, 2000; Sadowsky, 2005; Lebrazi et al., 2014; Kajić et al., 

2016). La escasez de N, a la que están expuestos los rizobios en los suelos agrícolas, es 

uno de los estreses ambientales más frecuentes, y en esas condiciones pueden llevar a 

cabo la simbiosis fijadora de N2 con las leguminosas. En este sentido, el cultivo de 

Bradyrhizobium diazoefficiens en un medio con una alta relación C/N provoca que estos 

rizobios se vuelvan más infectivos y competitivos para la formación de nódulos cuando 

son utilizados para inocular semillas de soja (López-García et al., 2001). Esto ocurre en 

parte gracias a que, en dichas condiciones de cultivo, las bacterias se enfrentan a una 

limitación metabólica en N que conduce a un desbalance de los pooles de C y N 

intracelular, lo que lleva a un direccionamiento del exceso de C hacia la acumulación 

preferencial de polisacáridos extracelulares (PSE) (López-García et al., 2001; Quelas et 

al., 2006), los cuales mejoran la adhesividad a las raíces de soja (López-García et al., 

2001). Así, nos resultó importante conocer en profundidad la regulación del 

metabolismo del N en este rizobio, con el fin último de aprovechar racionalmente el 

efecto de aquella condición en un establecimiento más eficiente de la simbiosis. 

Sobre la base de las consideraciones anteriores, en este Trabajo de Tesis nos centramos 

en avanzar en la caracterización funcional de dos grupos de proteínas fundamentales de 
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la cascada de respuesta que se activa frente al estrés por N (NSR): las proteínas de 

señalización PII (GlnB y GlnK) y las enzimas responsables de la asimilación de NH4
+, las 

glutamino sintetasas (GS). Estas proteínas han sido descriptas en profundidad para 

bacterias entéricas como E. coli o rizobios como E. meliloti, pero muy poco se conocía 

acerca de su rol en nuestra bacteria de estudio, B. diazoefficiens USDA 110. 

Nuestro primer desafío fue formular variantes del medio de cultivo, que nos permitieran 

estudiar el comportamiento de nuestra cepa de interés en condiciones de exceso o 

limitación de N en las cuales el sistema NSR se encuentre apagado o prendido, 

respectivamente. Así, seleccionamos dos formulaciones para evaluar la escasez de N que 

denominamos Evans Glutamato (utilizando como única fuente de N glutamato de sodio) 

y Evans NH4
+ (utilizando NH4Cl como única fuente de N); y una variante con exceso de N 

que llamamos Evans NG (NH4Cl y glutamato de sodio como fuentes de N).  

La caracterización fenotípica de B. diazoefficiens USDA 110 en estos tres medios nos 

permitió demostrar que esta bacteria cultivada en Evans Glutamato o Evans NH4
+ 

presenta una disminución de su velocidad de crecimiento y de la biomasa final alcanzada 

(Figura III.9 y Tabla III.3), así como también un aumento de transcriptos del gen glnII 

(Figura III. 11) y un aumento de actividad enzimática GS total (Figura III. 12). Estos datos 

nos permitieron confirmar que, en esas condiciones de cultivo, B. diazoefficiens activa 

su NSR para adaptarse a las condiciones adversas y subsistir en ellas. 

Al iniciar con nuestros estudios de las proteínas GS sorprendentemente encontramos 4 

copias del gen glnA (que codifica GSI) en el genoma de B. diazoefficiens. La presencia de 

múltiples copias de un mismo gen es una particularidad muy común de este rizobio. Un 

ejemplo de este fenómeno fue descripto en nuestro grupo de trabajo por Quelas y 

colaboradores (2013), quienes demostraron que B. diazoefficiens USDA 110 posee cinco 

polihidrobutirato sintasas (PhaC), y sin embargo sólo dos de ellas se expresan y codifican 

para una enzima funcional que sintetiza PHB. A pesar de ser un fenómeno recurrente, 

hasta el momento aún permanece como una gran incógnita por qué ocurren estas 

multiplicaciones génicas en B. diazoefficiens.  

En nuestro caso, mediante un análisis in sílico pudimos demostrar que las copias GlnA1 

y GlnA2 tienen mayor similitud de secuencia que el resto de las copias de GSI (Figuras 

IV.2 y IV.3). Además, la distribución de clusters obtenida al realizar el análisis 

filogenético sugirió que la copia GlnA2 pareciera ser parte, junto con GlnA1, de las 
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enzimas pertenecientes a la isoforma GSI, mientras que las copias GlnA3 y GlnA4 podrían 

estar formando parte de una familia diferente de glutamino sintetasas (Figura IV.6). En 

este sentido, dichas copias se agruparon en el mismo cluster que la isoforma GSIII de E. 

meliloti (Figura IV.6). Por otra parte, las grandes diferencias encontradas entre la 

secuencia de las copias GlnA4 y GlnA1 nos conducen a pensar que probablemente la 

copia GlnA4 no se encuentra involucrada en la asimilación de NH4
+ en B. diazoefficiens. 

Sin embargo, es necesario ahondar en el estudio de esta copia para confirmar nuestra 

hipótesis. 

Desde el punto de vista funcional, pudimos demostrar que las diferentes copias de GS 

pueden reemplazarse entre ellas para cumplir su objetivo final de asimilar NH4
+ y 

permitir el crecimiento bacteriano, aún en condiciones de limitación de dicho nutriente 

(Figuras V.1 y V.2). Llamativamente, a pesar de que la enzima GSII ha sido ampliamente 

descripta como la responsable de la asimilación de NH4
+ en condiciones de inanición de 

este nutriente (Carlson et al., 1987), la cepa mutante en dicha isoforma no presentó un 

fenotipo diferencial con respecto a la cepa salvaje al evaluar su cinética de crecimiento 

en medios limitados en N (Figuras V.2), indicando que alguna de las otras copias de la 

isoforma GSI se encontraba remplazándola. Estos datos son coincidentes con lo 

observado en R. etli y E. meliloti, donde la deleción individual de alguno de los genes que 

codifican para las distintas isoformas GS (glnA, glnII o glnT) tampoco genera deficiencias 

en el crecimiento bacteriano (Espín et al., 1994). 

Desde el punto de vista estructural, se ha demostrado mediante estudios de microscopía 

electrónica que la GS de E. coli es un agregado simétrico de 12 subunidades idénticas 

dispuestas en dos capas hexagonales (Valentine et al., 1968). La isoforma GSI de B. 

diazoefficiens, y en particular GlnA1 tiene una alta homología de secuencia y es muy 

similar en cuanto a sus propiedades bioquímicas con la GS de E. coli (Carlson et al., 1985), 

por lo que se podría asumir que también se encuentra formando agregados de 12 

subunidades. Esta hipótesis está también apoyada por los resultados de los programas 

de modelados tridimensionales que predicen para la GSI de B. diazoefficiens estructuras 

de dodecámeros. En base a estas características de la isoforma GSI y teniendo en cuenta 

la alta similitud entre las copias GlnA1 y GlnA2 de B. diazoefficiens que hemos descripto 

mediante los análisis in sílico (Capítulo IV), los resultados obtenidos nos conducen a 

hipotetizar que las copias GlnA1 y GlnA2 podrían estar formando parte de 
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heteromultímeros. En nuestros estudios hemos observado que la ausencia de la copia 

GlnA2 produce una disminución de la actividad específica de GlnA1 en aquellos medios 

que contienen NH4
+ (Figuras V.3- Panel A, V.4 Y V.8). Esto nos lleva a proponer que, de 

alguna manera aún no descripta, GlnA2 podría estar cumpliendo un rol regulatorio 

importante sobre la copia GlnA1 y esta regulación podría darse mediante su 

participación en dichos multímeros. Además, nos resultó interesante que esta aparente 

regulación sólo pudo observarse en presencia de NH4
+ pero no así en presencia de 

glutamato (Figuras V.3- Panel B), indicando que la copia GlnA2 no sería relevante 

cuando dicho compuesto es la única fuente nitrogenada disponible. En este sentido, ya 

ha sido previamente reportado que la isoforma GSI es activada de manera diferencial 

en base a la fuente nitrogenada en la que es cultivada la bacteria. En particular, en R. 

leguminosarum se ha descripto que la actividad GSI es 2 veces mayor cuando dicha 

bacteria se cultiva en NH4
+ que cuando se cultiva en glutamato (Rossi et al., 1989; 

Chiurazzi et al., 1990). Lo inverso fue reportado para R. etli, donde se observó que la 

activación de GSI es mayor en presencia de glutamato que en NH4
+ (Moreno et al., 1991). 

En base a estos antecedentes, no sería ilógico pensar que la inducción o la activación de 

la copia GlnA2 en B. diazoefficiens también podría estar regulada por la fuente de N, en 

particular, por la presencia y/o ausencia de NH4
+. Sin embargo, los resultados obtenidos 

en este trabajo no son suficientes para dilucidar la función específica que se encuentra 

cumpliendo la copia GlnA2, por lo que esta afirmación debería probarse mediante 

alguna otra estrategia experimental. 

Por otro lado, otro dato llamativo fue que, en condiciones de limitación de N, la deleción 

tanto individual como en conjunto de las copias GlnA1 y GlnA2 mostraron una menor 

actividad GS total en relación a la cepa salvaje, sobre todo cuando las cepas eran 

cultivadas en Evans NH4
+ (Figura V.5 – Panel A). Por el contrario, en presencia de 

glutamato como única fuente nitrogenada, únicamente la copia GlnA1 mostró una 

disminución de la actividad GS total (Figura V.5 – Panel B), indicando que las copias 

GlnA1 y GlnA2 son importantes no sólo en condiciones suficientes de N sino también en 

condiciones limitantes de dicho nutriente. Nuevamente, la copia GlnA2 pareciera ser 

más relevante en presencia de NH4
+. Estos resultados nos resultaron sorprendentes 

debido a que los reportes bibliográficos destacan la importancia de la isoforma GSII en 

estas condiciones de limitación de N; incluso en B. diazoefficiens la inducción de glnII 
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ocurre cuando las bacterias se cultivan en NH4
+ o glutamato limitante (Carlson et al., 

1987; Franck et al., 2015). Sin embargo, la caracterización fenotípica de la cepa ΔglnII en 

medios limitados en N no arrojó ningún resultado diferencial con respecto al fenotipo 

de la cepa salvaje (Figuras V.3 y V.5). Llamativamente, este fenotipo se revierte cuando 

la bacteria se encuentra en una situación muy extrema de limitación de N, como es el 

medio Evans Bajo N (C/N= 3333). En este caso, la ausencia de glnII provoca un aumento 

exacerbado de la actividad de GlnA1 para lograr sobrevivir en esas condiciones muy 

desfavorables para la bacteria (Figuras V.4). Por lo tanto, parecería haber varios niveles 

de regulación de estas enzimas según las disponibilidades metabólicas. Sin embargo, 

aún no hemos podido cuantificar los niveles de transcripto de glnA1 en Evans Bajo N en 

este mutante para confirmar esta hipótesis.  

Conjuntamente con estos resultados, también pudimos demostrar que la ausencia de la 

copia GlnA1 podría ser suplida por la isoforma GSII, incluso en condiciones de exceso de 

N donde glnII no debería expresarse. En base a esto, observamos que, con excepción del 

medio limitado Evans NH4
+ (Figuras V.6), en todos los medios evaluados la ausencia de 

la copia glnA1 conduce a un aumento en los niveles de transcriptos de glnII (Figuras V.7 

y V.9).  

Finalmente, los datos obtenidos en este trabajo nos sugieren que la copia GlnA3, al 

menos en las condiciones ensayadas, no sería parte del metabolismo de N en B. 

diazoefficiens. En este sentido, y considerando que en el árbol filogenético esta enzima 

se agrupó en el cluster donde encontramos la isoforma GSIII de E. meliloti, 

probablemente las características de GlnA3 difieran del resto de las copias de GSI. En 

particular, se ha descripto que la isoforma GSIII en E. meliloti no tiene actividad 

transferasa y su afinidad por el NH4
+ o el glutamato es muy baja (Espín et al., 1994). De 

esta manera, se ha sugerido que la función primaria de dicha isoforma no sería la de 

asimilar NH4
+ sino alguna otra aún no dilucidada (Shatters et al., 1993). En B. 

diazoefficiens la copia GlnA3 también podría estar cumpliendo un rol secundario dentro 

del metabolismo bacteriano, sin embargo, los ensayos llevados a cabo en este trabajo 

de Tesis no son suficientes para dilucidarlo. 

Tomados en conjunto, nuestros resultados nos indican que a pesar de la existencia de 

múltiples copias o isoformas de la enzima GS, la asimilación de NH4
+ en B. diazoefficiens 

parecería ser llevada a cabo principalmente por las copias GlnA1 y GlnA2 de la isoforma 
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GSI y por la isoforma GSII. Mientras que en presencia de glutamato como única fuente 

nitrogenada sólo GlnA1 y GSII serían relevantes, probablemente debido a una activación 

diferencial de las copias de la isoforma GSI en respuesta a la disponibilidad de NH4
+. Sin 

embargo, y dada la gran complejidad de la red metabólica de la cual son parte estas 

enzimas, es necesario profundizar nuestros estudios para lograr una idea más certera 

sobre la función que cada una de estas copias posee en la asimilación de NH4
+ en B. 

diazoefficiens. 

En la segunda parte de nuestro trabajo nos enfocamos en el estudio de las proteínas de 

señalización PII, principales encargadas de detectar los niveles intracelulares de C y N y 

de transmitir la señal con el último fin de aumentar o disminuir la actividad GS, y por 

ende la asimilación de NH4
+ según las necesidades de la bacteria. 

El análisis del genoma de B. diazoefficiens nuevamente nos permitió encontrar una 

duplicación génica, en este caso para el par de genes glnK-amtB. Por el momento, esta 

duplicación no se ha descripto en ningún otro rizobio, en cambio sí se ha detectado en 

arqueas y en bacterias fijadoras de N2 en vida libre (Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2003; 

Connelly et al., 2006; Pedro-Roig et al., 2011).  

En B. diazoefficiens pudimos evidenciar que el par glnK1-amtB1 se encuentra formando 

parte de un operón como en la mayoría de los microorganismos estudiados (Thomas et 

al., 2000a), mientras que el par glnK2-amtB2 mostró ser una excepción expresándose 

de manera independiente (Figura VI.6). Hasta el momento, esta expresión diferencial 

sólo se había descripto en archeas como Methanococcus jannaschii, la cual también 

posee dos copias de este par génico glnK-amtB (Thomas et al., 2000a). 

A diferencia de lo que ocurre en otras bacterias, nuestros resultados mostraron que, en 

B. diazoefficiens en presencia de NH4
+ y en una condición con cantidades suficientes de 

N como es el medio de Evans, todos los genes de las copias de PII (glnB, glnK1, glnK2) 

como de los transportadores de amonio (amtB1 y amtB2) se encuentran expresados 

(Figura VI.5). En este sentido, se pudo detectar que los genes mencionados no poseen 

una expresión diferencial según la fuente de N o la disponibilidad de la misma (Ninfa y 

Atkinson, 2000; Pedro-Roig et al., 2013; Gosztolai et al., 2017).  

Mediante un análisis in sílico de las secuencias de las proteínas PII pudimos determinar 

los altos niveles de homología entre ellas (Figura VI.1). Sin embargo, el análisis de las 

secuencias de las dos copias del transportador de amonio (Figura VI.3, VI.4, Anexo 1) 
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nos llevó a pensar que la copia amtB2 podría estar mal asignada en la base de datos. 

Otra hipótesis que suponemos para este gen es que puede haber sufrido una inserción 

en algún momento de la evolución y podría no ser funcional, ya que en la mitad de su 

secuencia contiene una citosina adicional que produce un corrimiento del marco de 

lectura (Figura VI.4 y Anexo 1). El esclarecimiento de estas hipótesis será abordado en 

un futuro. 

En este trabajo demostramos que, sorprendentemente, GlnB es de gran importancia 

para el crecimiento bacteriano bajo cantidades suficientes de N (Figura VI.13 y Tabla 

VI.1). Probablemente el rol de esta proteína esté relacionado con la detección inicial de 

las cantidades de glutamina y α-cetoglutarato intracelulares (indicadores de los niveles 

de C y N dentro de la célula) y la puesta en marcha del metabolismo de N. Asimismo, 

nuestros resultados sugieren que la función que lleva a cabo GlnB puede ser suplida por 

alguna de las otras proteínas PII que encontramos en B. diazoefficiens, ya que finalmente 

esta bacteria demostró adaptarse a la ausencia de GlnB en estos medios y alcanzar una 

biomasa final equivalente a la de la cepa salvaje (FiguraVI.13 y Tabla VI.1). Esta hipótesis 

se correlaciona con el aumento de transcriptos de glnK1 durante los primeros días de 

crecimiento de la cepa mutante ΔglnB, lo que estaría indicando que la ausencia de GlnB 

podría ser reemplazada por GlnK1 (Tabla VI.3). 

Como describimos en el Capítulo I, el blanco final de la cascada NSR y por ende de las 

proteínas PII son las enzimas GS. El análisis de estas enzimas en las cepas mutantes en 

PII nos permitió asignarle un rol diferencial a GlnB y GlnK. En este caso pudimos observar 

que GlnK y GlnB poseen un efecto contrario: las proteínas GlnK (tanto GlnK1 como 

GlnK2) parecerían tener un efecto atenuante sobre la actividad de la enzima GSI, 

mientras que GlnB no sólo no puede reemplazar esta función, sino que pareciera tener 

un efecto positivo sobre la actividad específica de esta enzima (FiguraVI.15). También 

pudimos detectar una influencia de estas proteínas sobre la expresión de glnA1 y glnII 

(Tabla VI.4); sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento no son suficientes 

para describir el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo esta regulación. 

De manera concordante con las diferencias observadas al determinar la actividad 

enzimática GSI, pudimos detectar que en la cepa ΔglnB la incorporación de NH4
+ se lleva 

a cabo de manera mucho lenta que en la cepa parental, aunque con el pasar del tiempo, 

ΔglnB es capaz de asimilar casi la misma cantidad de NH4
+ que la cepa salvaje (Tabla 
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VI.5), indicando que la copia de PII que está reemplazando la falta de GlnB es mucho 

menos eficiente en la activación de la asimilación de dicho nutriente. 

Estudios previos han demostrado que en E. coli la regulación de la 

adenitransferasa/adenilremovasa GlnE (encargada de activar o inactivar a GSI) mediada 

por GlnK es mucho menos efectiva que la regulación mediada por GlnB (Jiang et al., 

1997; Atkinson et al., 1999). Si en B. diazoefficiens también es así, entonces, el retraso 

en el crecimiento y en la asimilación de NH4
+ que determinamos en la cepa mutante 

ΔglnB podría ser también el resultado de la ineficiencia que posee GlnK para activar y 

poner en funcionamiento el metabolismo de N. 

Otra posible explicación de estos resultados se basa en la ampliamente conservada 

interacción de GlnK con los transportadores de amonio AmtB. Suponiendo que en B. 

diazoefficiens esta interacción también se lleve a cabo, el aumento de transcriptos de 

glnK1 que observamos en la cepa ΔglnB (Tabla VI.3) podría conducir a un aumento en 

los niveles de proteínas GlnK1. Estas proteínas podrían unirse a los transportadores 

AmtB lo que llevaría a la disminución del ingreso de NH4
+ al interior celular, y como 

consecuencia la asimilación del NH4
+ se reduciría (Tabla VI.5), provocando finalmente, 

el retardo en la velocidad de crecimiento de ΔglnB (Figura V.1). Sin embargo, es 

necesario profundizar nuestros estudios para confirmar estas hipótesis. En este sentido, 

hemos avanzado en la construcción de un vector que sobreexpresa el gen glnK1 en la 

cepa salvaje, para tratar de determinar si el aumento en GlnK1 conduce a una 

disminución del ingreso de NH4
+ a la bacteria probablemente por un aumento en la 

unión de esta proteína con los transportadores de NH4
+. La obtención del vector se 

realizó en el marco de un trabajo final de Licenciatura de la Srta. Valentina Cajiao 

Checchin, bajo la dirección conjunta de Florencia Lamelza y Silvina López-García (Cajiao 

Checchin V. C., 2018). 

Por otra parte, la función que cumplen las proteínas GlnK podría ser reemplazada 

prácticamente en su totalidad por GlnB cuando las bacterias se cultivan en suficiencia 

de NH4
+ o en glutamato, ya que la deleción conjunta de las dos copias de glnK no mostró 

un fenotipo drástico (Figura VI.13 y VI.14), indicando que a pesar de que estas proteínas 

son funcionales, no son esenciales para el crecimiento de la bacteria. Sin embargo, los 

niveles de transcriptos de glnB en dicho mutante no se vieron afectados (Tabla VI.3), 

sugiriendo que esta regulación se debe a un aumento en la activación de la misma. 
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Además, si en B. diazoefficiens ocurre lo mismo que en E. coli, los trímeros de GlnB serían 

más eficientes que los de GlnK, entonces probablemente ni siquiera sea necesario una 

mayor activación de estas últimas para suplir la ausencia de las GlnKs. Sin embargo, no 

sucede lo mismo cuando las bacterias se cultivan bajo escasez de NH4
+. En este caso, la 

ausencia de las 2 copias de GlnK produjo una disminución de la velocidad específica de 

crecimiento (Tabla VI.3) con respecto a la cepa parental, lo que indicaría que en esta 

condición de cultivo la función de GlnB no sería suficiente para el crecimiento de la 

bacteria. Resta aún evaluar los niveles de transcripto de glnB en este mutante en 

limitación de NH4
+. 

Finalmente, y en relación a la interacción simbiótica entre los rizobios y las plantas de 

soja hemos podido determinar que GlnB juega un rol relevante en la simbiosis. Estas 

observaciones resultaron interesantes dada la relevancia agronómica que posee el 

cultivo de esta leguminosa. En particular, nuestros resultados nos permitieron describir 

a GlnB como una proteína que participa (directa o indirectamente) en el desarrollo de 

nódulos funcionales, ya que al inocular plantas de soja con la cepa mutante ΔglnB los 

nódulos obtenidos resultaron pequeños y blanquecinos (Figura VII.2). Asimismo, la 

ultraestructura de los nódulos obtenidos de plantas inoculadas con la misma cepa 

mutante demostró que los mismos contenían tejidos necróticos, con grandes vacuolas 

vegetales y escasos bacteroides (Figuras VII.3 y VII.4). Esto se correlaciona con el 

fenotipo de la parte aérea de dichas plantas que presentaron un color amarillento y 

menor tamaño, indicando en conjunto una menor fijación de N2 (Tabla VII.1). Sin 

embargo, nuestros resultados parecen ser contradictorios con los obtenidos para E. 

meliloti, ya que Yurgel y colaboradores (2010) demostraron que las proteínas PII no 

parecen tener un rol directo en la simbiosis con plantas de alfalfa. 

Por su parte, GlnK1 pareciera cumplir algún rol, aún no definido, en la interacción 

simbiótica principalmente debido a la menor ocupación observada en los cortes de 

nódulos de plantas inoculadas con la cepa ΔglnK1 (Figura VII.3 – Panel G). A pesar de 

ello, la fijación biológica de N2 en las plantas inoculadas con dicha cepa no se vio alterada 

(Tabla VII.1). En este sentido, se han reportado varios antecedentes que indican que las 

PII son las principales responsables de inducir la expresión de los genes nif para expresar 

el complejo de la nitrogenasa y llevar a cabo la fijación biológica de N2 (Zhang et al., 

2000; Noindorf et al., 2011), por lo que en nuestro caso, quizás, la menor ocupación de 
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los nódulos podría estar siendo compensada con un aumento en la transcripción de los 

genes nif lo que trae aparejado un aumento en la actividad nitrogenasa. Sin embargo, 

esta hipótesis será evaluada en un futuro en el laboratorio. 

Una observación interesante fue la detección de grandes cantidades de acúmulos de 

almidón en las células vegetales infectadas por las cepas mutantes en las proteínas PII 

(Figura VII.3), éstos parecerían indicar un desbalance en el metabolismo del C del 

bacteroide. En relación a esto, los bacteroides utilizan los compuestos carbonados que 

la planta le brinda en forma de ácidos dicarboxílicos. Estos compuestos ingresan al 

bacteroide a través de transportadores específicos denominados Dct, que se encuentran 

codificados por los genes dctA y cuya expresión depende del factor σ54 (Lodwig y Poole, 

2003). Además, se ha visto en E. coli que la expresión de estos transportadores se 

encuentra regulada por el sistema de dos componentes NtrBC (Allaway et al., 1995), el 

cual además se encuentra bajo la regulación de las proteínas PII. Estos antecedentes nos 

conducen a pensar que las PII de B. diazoefficiens podrían encontrarse regulando la 

expresión de estos transportadores y por lo tanto, el ingreso de los ácidos dicarboxílicos 

al interior del bacteroide. Por ello, la ausencia de alguna de estas proteínas podría 

generar una disminución del ingreso de estos compuestos carbonados y como 

consecuencia se produciría la acumulación de los mismos como gránulos de almidón en 

el citoplasma de la célula vegeta infectada. Sin embargo, probablemente las PII se 

encuentren formando parte de la regulación de más de un gen y el fenotipo observado 

sea la sumatoria del desbalance de dicha regulación. 

Por último, a pesar que la bibliografía confirma que dentro del nódulo el bacteroide 

mantiene la maquinaria necesaria para asimilar NH4
+ prácticamente inactiva, los 

resultados de este trabajo nos permitirían asegurar que las proteínas PII de B. 

diazoefficiens poseen funciones específicas en el bacteroide, lo que concuerda con 

reportes previos en los cuales ya se ha detectado la presencia de las proteínas GlnB y 

GlnK en bacteroides (Delmotte et al., 2010).  

A modo de conclusión, todos estos resultados tomados en conjunto nos indican que 

todas las copias de PII (GlnB, GlnK1 y GlnK2) se expresan y son funcionales. Además, el 

rol que cumple cada una de ellas pareciera ser diferente, aunque algunas funciones 

podrían superponerse como ocurre en otros microorganismos. Sin embargo, es 

necesario el accionar de las 3 proteínas para una eficiente asimilación de NH4
+ indicando 
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que, a pesar de la aparente redundancia de tener varias proteínas de señalización, cada 

una de ellas sería parte fundamental de una regulación fina de la activación de la NSR. 

Por su parte, principalmente GlnB, y en menor medida GlnK1, también resultan de vital 

importancia para el normal desarrollo de la interacción simbiótica y en conjunto, las 3 

PII de B. diazoefficiens parecerían ser fundamentales en la regulación del metabolismo 

de N del bacteroide. 

El fascinante mundo de la regulación de la vía metabólica del N es un claro ejemplo de 

cómo los microorganismos evolucionan y se adaptan a medios fluctuantes, 

generalmente enfrentándose a condiciones adversas, con el fin último de subsistir y 

permitir la supervivencia de la especie en la Tierra. 

Finalmente, y a manera de conclusión final de este trabajo, presentamos un modelo 

regulatorio de la cascada NSR de B. diazoefficiens basándonos en datos de la bibliografía 

y en los resultados obtenidos durante esta Tesis.  
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El esquema de esta Figura representa un resumen general de los resultados obtenidos en el presente 

trabajo de Tesis Doctoral sobre la regulación del metabolismo del NH4+ en B. diazoefficiens. Dado 

que la mayor parte de los ensayos fueron realizados en el medio de Evans, un medio balanceado en 

N y C, el esquema representa una condición de equilibrio del sistema NSR, es decir, una condición 

donde no se encuentra completamente activo (limitado en N) ni completamente inactivo (en exceso 

de N).  

El sensor principal de la cascada NSR, al igual que en otros microorganismos parecería ser la proteína 

GlnD, la cual es responsable de uridilar/deutidilar a las proteínas PII: GlnB, GlnK1 y GlnK2, y 

responde a los niveles intracelulares de glutamina (heptágono rosa). En este caso, por las condiciones 

del medio anteriormente mencionadas probablemente encontremos PII uridiladas (círculos 

naranjas), PII deuridiladas y PII unidas a más o menos moléculas de -cetoglutarato (círculos 

amarillos). Estas proteínas, en primer lugar, estarían interactuando con la 

adeniltransferasa/adenilremovasa GlnE, de manera de inactivar/activar la isoforma GSI mediante 

adenilación reversible (puntos rojos). En este sentido, pareciera que GlnK1 y GlnK2 tienen un efecto 

negativo sobre la activación (deadenilación) de GSI, mientras que GlnB parecería tener un efecto 

positivo sobre la activación de dicha enzima. 

Además, es posible que GlnB se encuentre interaccionando con el sistema de dos componentes NtrBC, 

mediante su unión a NtrB. De esta manera, GlnB deuridilada es capaz de interaccionar físicamente 

con NtrB secuestrándolo e inhibiendo su autofosforilación y por ende, la posterior transferencia del 

grupo fosfato al regulador de respuesta NtrC. En caso contrario, en condiciones de limitación de 

glutamnina, GlnB uridilada libera a NtrB, el cual se autofosforila y fosforila a NtrC, el cual induce la 

expresión del regulón Ntr en el que encontramos genes tales como glnII, glnB, glnK1, amtB1, entre 

otros (Franck et al., 2015). Independientemente de ello, mediante un mecanismo de acción aún no 

dilucidado, todas las PII (GlnB, GlnK1 y GlnK2) afectan de manera directa o indirecta la expresión de 

los genes glnA1 y glnII, que codifican las enzimas GSI y GSII, respectivamente. GSII a su vez, parecería 

estar regulada a nivel post-transcripcional por un homólogo de la proteína de GstI de R. 

leguminosarum. 

Por otro lado, B. diazoefficiens posee 4 genes que codifican para la GSI: glnA1, glnA2, glnA3 y glnA4. 

La actividad de GSI codificada por GlnA1 parecería estar regulada por la presencia de subunidades 

menos eficientes, probablemente codificadas por glnA2, que podrían estar formando parte de 

multímeros heterogéneos (GlnA1-GlnA2). Por su parte, la función y la regulación de GlnA3 y GlnA4 

aún sigue siendo una gran incógnita. 

El NH4+ proveniente del medio extracelular puede ingresar a la célula como NH3 difundiendo a través 

de las membranas, o como NH4+ a través de transportadores específicos denominados AmtB. Las 

proteínas PII parecerían estar involucradas en la expresión del transportador de amonio amtB1, pero 

no así la del amtB2, el cual aún no dilucidamos si es funcional. La regulación del ingreso de NH4+ 

también parecería estar regulada por la interacción de GlnK1 con AmtB, sin embargo, también GlnK2, 

o incluso GlnB, podrían estar cumpliendo algún rol en esta regulación. 

El glutamato por su parte, también ingresa al interior celular a través de transportadores específicos. 

Una vez dentro, podría ser metabolizado por la enzima NAD-GDH de B. diazoefficiens, si ésta fuera 
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funcional, para dar una molécula de -cetoglutarato y una de NH4+, aportando una fuente de N pero 

también compuestos carbonados. De alguna manera, aún no descifrada, la presencia de glutamato en 

el interior celular (y la ausencia de NH4+) regularía la enzima GlnA2, de tal manera que dicha copia 

se vuelve irrelevante.  

Finalmente, al igual que ocurre en E. coli, las proteínas PII podrían estar formando heterotrímeros 

que cumplan funciones diferentes de los homotrímeros. En la Figura se grafica un único 

heterotrímero de manera representativa de las diversas combinaciones que podrían ocurrir. 

 

 

VIII.2 Perspectivas  

A lo largo de este trabajo de Tesis hemos avanzado en gran medida en el estudio del 

metabolismo de N de B. diazoefficiens tanto en vida libre como en simbiosis con las 

plantas de soja. Los resultados obtenidos son el puntapié inicial para dilucidar la 

regulación fina de las rutas metabólicas del C y el N en dicha bacteria.  

En particular, los estudios que realizamos podrían enriquecerse a partir de la obtención 

de mutantes múltiples con el fin de evaluar el comportamiento individual de cada una 

de las copias de las proteínas de interés. En este sentido, sería interesante obtener 

mutantes dobles en glnBglnK1 y glnBglnK2, para estudiar en detalle el rol de cada una 

de las PII en vida libre y en simbiosis.  

Dado que hasta el momento sólo hemos podido caracterizar las cepas mutantes simples 

y la doble mutante glnK1glnK2 de las proteínas PII en un medio balanceado en N y C, 

sería importante evaluar dichas cepas en medios limitados en N, utilizando tanto NH4
+ 

como glutamato como únicas fuentes nitrogenadas. De igual manera, el análisis en 

medios con exceso de N también podría brindarnos información valiosa. Asimismo, 

resultaría interesante evaluar el rol de dichas proteínas en bacteroides y su influencia 

en la expresión de genes tales como los genes nif (que codifican para el complejo de la 

nitrogenasa), el gen dct (que codifica para el transportador de ácidos dicarboxílicos), 

entre otros. 

Los estudios de estas proteínas de señalización podrían ampliarse mediante estudios de 

interacción entre proteínas. En particular, sería relevante evaluar la interacción entre las 

PII con los transportadores de amonio AmtB, en primer lugar, para confirmar que esta 

interacción tan conservada también se lleve a cabo en B. diazoefficiens, y en segundo 
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lugar para evaluar si únicamente las GlnK o también GlnB puede interactuar con dichos 

canales. 

En estos estudios también sería importante analizar la interacción de las proteínas PII 

con el resto de las proteínas involucradas en la NSR, como por ejemplo, el sistema de 

dos componentes NtrBC o la enzima GlnE encargada de la activación/inactivación de 

GSI.  

En cuanto al análisis de las glutamino sintetasas, el mismo podría enriquecerse mediante 

el estudio del comportamiento simbiótico de las cepas mutantes obtenidas en este 

trabajo. A pesar de que se ha descripto que la actividad de estas enzimas se encuentra 

disminuída en bacteroides (Patriarca et al., 2002), se ha visto que la deleción de glnII o 

de glnA1 en B. diazoefficiens tiene efectos positivos sobre la fijación de N2, en particular 

la fijación de N2 se ve aumentada en estas cepas mutantes (Carlson et al., 1987). Por lo 

que resultaría interesante evaluar el fenotipo de las mutantes en glnA2 y glnA3, que no 

han sido descriptas hasta el momento en dicha interacción. 

Asimismo, dado que los métodos de detección de actividad enzimática utilizados en este 

trabajo solamente nos han permitido evaluar actividad específica de GlnA1 o actividad 

específica total de GS, queda como perspectiva continuar con la puesta a punto de los 

ensayos de Western Blot que nos permitan al menos evaluar la presencia o ausencia de 

la proteína GSII. 

Finalmente, aunque no menos importante, es fundamental obtener las cepas 

complementadas de cada una de las mutantes obtenidas. La complementación en B. 

diazoefficiens es un trabajo arduo y que no siempre tienen resultados positivos, sin 

embargo, es necesario obtener dichas cepas complementadas con el fin de confirmar 

que los fenotipos efectivamente son causados por la deleción de nuestro gen de interés 

y no por algún otro efecto secundario. 

Como resultado de estas propuestas podríamos obtener una visión más completa sobre 

la regulación del metabolismo del N en B. diazoefficiens y los mecanismos que dicha 

bacteria ha adquirido a lo largo de la evolución para subsistir tanto en vida libre como 

en simbiosis. 
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Anexo 1.1 Alineamientos realizados a partir de la secuencia del gen que 

codifica el transportador de amonio AmtB2 (ORFs blr0607+blr0608) de B. 

diazoefficiens USDA 110 con las secuencias del ORF BJ6T_RS02820 de B. 

japonicum USDA 6 y el ORF BBta_0294 de B. sp. BTAi1 

 

Al comparar la secuencia del gen amtB2 de B. diazoefficiens con las secuencias putativas 

para los transportadores de amonio en otras bacterias encontramos que posee un 92 % de 

identidad con la secuencia codificada en el ORF BJ6T_RS02820 de B. japonicum USDA 6 y 

un 82 % de identidad con el ORF BBta_0294 de B. sp. BTAi1. 

 

Alineamiento de la secuencia de amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 con la secuencia del 

gen putativo para el transportador de amonio de B. japonicum USDA 6 (ORF 

BJ6T_RS02820): 

USDA6_2795      ATGGCGGGATTGTTGCGCCGCGCAGCTGTTATGGCTGCGCCGCTGGGATTTGTGACGTTC 60 

amtB2           ATGGCGGGATTGTTGCGCCGCGCGGCCGTTGTAGCTGCGCCGGCCGGACTTATGTCGATC 60 

                *********************** ** *** * *********   *** ** ** ** ** 

 

USDA6_2795     GTTGCGGCGCCCGCATCCGCCGCGGGCTCCGAGATCAACACCGCCGACACCGCCTGGATG 120 

amtB2          GTTGCCGCGCCGGCGCAGGCCGCGGGTTCCGAGATCAACACCGCCGACACCGCCTGGATG 120 

               ***** ***** **    ******** ********************************* 

 

USDA6_2795      ATCGTCGCCACCGCGCTGGTGCTGATGATGACGATCCCCGGCTTGGCGCTGTTCTATTCC 180 

amtB2           ATCGTCGCCACCGCGCTGGTGCTGATGATGACGATCCCCGGCCTCGCGCTGTTCTATTCC 180 

                ****************************************** * *************** 

 

USDA6_2795      GGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTCGCCACCATGGCGCAGAGCCTCGCCGCGGTGACG 240 

amtB2           GGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTCGCCACCATGGCGCAGAGCCTTGCCGCCGTGACG 240 

                *********************************************** ***** ****** 

 

USDA6_2795      ATGATCTCGATCCTCTGGGTGGCGTTCGGCTATTCGCTCTGCTTCGTCGGCGACGGGCCG 300 

amtB2           ATGATCTCGATTCTCTGGGTCGCGTTCGGCTATTCGCTCTGCTTTGTCGGCGACGGCCCC 300 

                *********** ******** *********************** *********** **  

 

USDA6_2795      TGGATCGGAACGCTCGATCGCTGGTTCCTCGCGGGCATGACGATGGACAGCGTCAACCCG 360 

amtB2           TGGATCGGCACGCTCGACCGCTGGTTCCTGGCGGGCATGACGCTCGACAGCGTCAACCCG 360 

                ******** ******** *********** ************ * *************** 

 

USDA6_2795      GCGGCGAAGACGATCCCGGAAGCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACCTTTGCCATCATC 420 

amtB2           GCCGCGAAGACCATCCCGGAATCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACGTTTGCGATCATC 420 

                ** ******** ********* ************************* ***** ****** 

 

USDA6_2795      ACGGTGGCGCTGGTCGCGGGCTCGGTCGCCGACAGGATGCGATTCTCCGCCTATCTGGTG 480 

amtB2           ACGGTGGCGCTGGTCGCGGGCTCGGTCGCCGACCGCATGCGGTTCTCCGCTTATCTGCTG 480 

                ********************************* * ***** ******** ****** ** 

 

USDA6_2795      TTCTCGGTCGCCTGGTTCATCTTCGTCTACATTCCGCTGGCGCATTGGGTGTGGGGCGGC 540 

amtB2           TTCTCGGTCGCCTGGTTCATCTTCGTCTACATTCCGCTGGCGCATTGGGTGTGGGGCGGC 540 

                ************************************************************ 
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USDA6_2795      GGCTTCCTCGCCAGCATGGGCGTGCTGGATTTCGCCGGCGGCCTCGTCGTGCATCTGTCG 600 

amtB2           GGCTTCCTCGCCAGCATGGGCGTACTGGATTTCGCCGGCGGCCTCGTGGTGCATCTGTCG 600 

                *********************** *********************** ************ 

 

USDA6_2795      GCCGGCACCGCCGG-CCTCGTCGCCGCCAAGGTGATGGGCCGCCGCCACGGCTACGGCAC 659 

amtB2           GCCGGCACCGCCGGCCCTCGTCGCCGCCAAGGTGATGGGGCGCCGCCACGGCTACGGCAC 660 

                ************** ************************ ******************** 

 

USDA6_2795      CGAAAATCTCTCGCCGTTCGATCTGTCGCTCGCGGTGATGGGCACCGGCCTGTTGTGGGT 719 

amtB2           CGAAAATCTCTCGCCGTTCGATCTGTCGCTCGCCGTGATGGGCACTGGCCTGTTGTGGGT 720 

                ********************************* *********** ************** 

 

USDA6_2795      CGGCTGGTTCGGCTTCAACGGCGGCTCGGCGGGCGCGGCCAATTCGCGCGCGGTGCTGGC 779 

amtB2           CGGCTGGTTCGGCTTCAACGGCGGTTCGGCCGGCGCGGCCAATTCGCGCGCGGTGCTGGC 780 

                ************************ ***** ***************************** 

 

USDA6_2795      GATCATCGCGACGCATCTCGCGGCCTGCTCCGGCGCGCTGACCTGGGGCGCGATCGAATG 839 

amtB2           GATCATCGCGACCCATCTGGCGGCCTGCTCCGGCGCGCTGACCTGGGGCGCAATCGAATG 840 

                ************ ***** ******************************** ******** 

 

USDA6_2795      GTCGACCCGGCGCAAGCCGTCGGTGCTCGGCATGATCTCCGGCGCGGTCGCCGGGCTCGG 899 

amtB2           GTCAACGCGGCGCAAGCCTTCCGTGCTCGGCATGATCTCCGGCGCGGTCGCTGGCCTCGG 900 

                *** ** *********** ** ***************************** ** ***** 

 

USDA6_2795      CACGATCACGCCGGCCTCGGGCTTCGTTGCGCCATGGCATGGCATCGTCATCGGCATCGT 959 

amtB2           CACCATCACGCCGGCTTCGGGCTTCGTCGCGCCGTGGCATGGCATCGTCATCGGCATCAT 960 

                *** *********** *********** ***** ************************ * 

 

USDA6_2795      CGCCGGCGCGGTCTGCTACTGGGCCTGCACCTGGCTGAAGCACCGCTTCAACTATGACGA1019 

amtB2           CGCCGGGGCGGTTTGCTACTGGGCCTGCACCTGGCTGAAGCACCGCTTCGACTATGACGA 1020 

                ****** ***** ************************************ ********** 

 

USDA6_2795      TTCCCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGCCTGACCGGCACGCTGCTGGCCGG 1079 

amtB2           TTCGCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGTCTGACCGGCACCCTGCTCGCCGG 1080 

                *** ******************************** *********** ***** ***** 

 

USDA6_2795      CGTGTTCGCGACCAGCGCGATCGGCGGCACCGCCGGCCTGATCGAGGGGCATCCGCAGCA 1139 

amtB2           GGTGTTCGCAACCAGCGCCATCGGCGGCACCGCCGGCCTGCTCGAAGGTCATCCGCGGCA 1140 

                 ******** ******** ********************* **** ** ******* *** 

 

USDA6_2795      ATTGCTGATCCAGCTCTACGGCGTCGCCGTCACCTTCGTCTGGGCAGCCGGCGTGAGTTT 1199 

amtB2           GCTTCTGATCCAGCTTTATGGGGTCGCCGTCACCTTCGTTTGGGCGGCAGGCGTGAGCTT 1200 

                  * *********** ** ** ***************** ***** ** ******** ** 

 

USDA6_2795      CGTCCTGCTCAAGCTGGTCGCGCTGTTCGTGCCCTTGCGTGTATCCCGTGAGCACGAGCT 1259 

amtB2           CATCCTGCTCAAGCTGGTCGGCCTGTTCGTGCCCTTGCGCGTATCCCGTGAGCACGAGCT 1260 

                * ******************  ***************** ******************** 

 

USDA6_2795      CGAGGGGCTCGATATCTCGCAGCACGGCGAAGCGCTTCAGTAA 1302 

amtB2           CGAGGGACTGGATATTTCGCAGCACGGTGAGGCCCTGCAGTAA 1303 

                ****** ** ***** *********** ** ** ** ****** 
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Alineamiento de la secuencia de amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 con la secuencia 

codificada en el ORF BBta_0294 de B. sp. BTAi1 correspondiente a uno de los 

transportadores de amonio de dicha cepa: 

 

BTAi_0294      ATGGGGACCTATGCGTCTCGTTGCCTTCGCGCGTCTGCAGCTTCGGCTGCAGCAGGCGCG 60 

amtB2          ATGGCG------GGATTGTTGCGCCGCGCGGCCGTTGTAGCTGCGCCGGCCGGACTTATG 54 

               **** *      *  *      ***     **   ** **** ** * ** * *     * 

 

BTAi_0294      GCCATCTTCACCACGCCTGCCTTGGCGGCTGCACCATCGACGATCGAACCGGCCGACACC 120 

amtB2          TCGATCGTT---GCCGCGCCGGCGCAGGCCGCGGGTTCCGAGATCAACACCGCCGACACC 111 

                * *** *     *  *  *   *  *** **    **   **** *  * ********* 

 

BTAi_0294      GCCTGGATGATCGTGGCCACGGCCCTCGTGCTGATGATGACCATCCCGGGGCTGGCGCTG 180 

amtB2          GCCTGGATGATCGTCGCCACCGCGCTGGTGCTGATGATGACGATCCCCGGCCTCGCGCTG 171 

               ************** ***** ** ** ************** ***** ** ** ****** 

 

BTAi_0294      TTCTACTCGGGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTGGCGACGATGGCGCAGAGCCTCGCC 240 

amtB2          TTCTATTCCGGCATGGTGCGCAAGAAGAACGTGCTCGCCACCATGGCGCAGAGCCTTGCC 231 

               ***** ** ************************** ** ** ************** *** 

 

BTAi_0294      GCGGTCATGCTGATCTCGATCCTGTGGGTTGCGTTCGGCTATTCGCTGGCCTTCGTCGGC 300 

amtB2          GCCGTGACGATGATCTCGATTCTCTGGGTCGCGTTCGGCTATTCGCTCTGCTTTGTCGGC 291 

               ** ** * * ********** ** ***** *****************   *** ****** 

 

BTAi_0294      GACGGCGCCTGGATCGGCACGCTCGACCGCGCCTTCCTCGCCGGCATGGGCATGGAGAGC 360 

amtB2          GACGGCCCCTGGATCGGCACGCTCGACCGCTGGTTCCTGGCGGGCATGACGCTCGACAGC 351 

               ****** ***********************   ***** ** ******    * ** *** 

 

BTAi_0294      GTGCATCCCGGAGCCAAGACGATTCCGGAAGCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACCTTC 420 

amtB2          GTCAACCCGGCCGCGAAGACCATCCCGGAATCGCTGTTCATGCTGTACCAGATGACGTTT 411 

               **  * ** *  ** ***** ** ****** ************************* **  

 

BTAi_0294      GCGATCATCACGGTGGCGCTGGTGGCCGGCTCGGTGGCCGATCGCATGCGCTTCTCGGCC 480 

amtB2          GCGATCATCACGGTGGCGCTGGTCGCGGGCTCGGTCGCCGACCGCATGCGGTTCTCCGCT 471 

               *********************** ** ******** ***** ******** ***** **  

 

BTAi_0294      TATCTTGTGTTCGGCGTCGCCTGGTTCGTCTTCGTCTATGTGCCGCTGGCGCATTGGATC 540 

amtB2          TATCTGCTGTTCTCGGTCGCCTGGTTCATCTTCGTCTACATTCCGCTGGCGCATTGGGTG 531 

               *****  *****   ************ **********  * *************** *  

 

BTAi_0294      TGGGGCGGCGGTTTCCTCGCCCAGGCCGGCGTGGTCGATTTCGCCGGCGGCCTCGTGGTA 600 

amtB2          TGGGGCGGCGGCTTCCTCGCCAGCATGGGCGTACTGGATTTCGCCGGCGGCCTCGTGGTG 591 

               *********** *********      *****  * ***********************  

 

BTAi_0294      CATCTGTCCGCCGGCACCGGCGGC-CTGGTCGCGGCCGTGGTCATGGGACGCCGCCACGG 659 

amtB2          CATCTGTCGGCCGGCACCGCCGGCCCTCGTCGCCGCCAAGGTGATGGGGCGCCGCCACGG 651 

               ******** ********** **** ** ***** ***  *** ***** *********** 

 

BTAi_0294      CTATGGCAGCGAGAACCTGTCGCCGTTCGACCTGTCGCTCGCGGTCGTCGGCACCGGCCT 719 

amtB2          CTACGGCACCGAAAATCTCTCGCCGTTCGATCTGTCGCTCGCCGTGATGGGCACTGGCCT 711 

               *** **** *** ** ** *********** *********** **  * ***** ***** 

 

BTAi_0294      GCTCTGGGTCGGCTGGTTCGGCTTCAATGGCGGATCGGCGCTCGGCGCCAACGCGCATGC 779 

amtB2          GTTGTGGGTCGGCTGGTTCGGCTTCAACGGCGGTTCGGCCGGCGCGGCCAATTCGCGCGC 771 

               * * *********************** ***** *****   **  *****  ***  ** 

 

BTAi_0294      CGTGATGGCGATCCTGACCACGCATCTTGCCGCCTGCGCCGGCGCCGTCACCTGGGGCGC 839 

amtB2          GGTGCTGGCGATCATCGCGACCCATCTGGCGGCCTGCTCCGGCGCGCTGACCTGGGGCGC 831 

                *** ******** *  * ** ***** ** ****** *******  * *********** 

 

BTAi_0294      GCTGGAATGGTCGACCCGCCGCAAGCCGTCGGTGCTCGGCATGATCTCCGGAGCGGTCGC 899 

amtB2          AATCGAATGGTCAACGCGGCGCAAGCCTTCCGTGCTCGGCATGATCTCCGGCGCGGTCGC 891 

                 * ******** ** ** ******** ** ******************** ******** 
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BTAi_0294      CGGCCTCGGCACCATCACCCCGGCATCGGGCTTCGTCGCCCCTTGGCACGGCCTGGTCAT 959 

amtB2          TGGCCTCGGCACCATCACGCCGGCTTCGGGCTTCGTCGCGCCGTGGCATGGCATCGTCAT 951 

                ***************** ***** ************** ** ***** *** * ***** 

 

BTAi_0294      CGGCGCGCTGGCCGGCATCATCTGCTACTGGGCCTGCACCTCGCTGAAGCACCGCTTCAA 1019 

amtB2          CGGCATCATCGCCGGGGCGGTTTGCTACTGGGCCTGCACCTGGCTGAAGCACCGCTTCGA 1011 

               ****    * *****     * ******************* **************** * 

 

BTAi_0294      TTATGACGATTCGCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGCCTCACCGGCACGGT 1079 

amtB2          CTATGACGATTCGCTCGACGTGTTCGGCGTCCACGGCATCGGCGGTCTGACCGGCACCCT 1071 

                ******************************************** ** ********  * 

 

BTAi_0294      GCTGGCCGGCGTGTTCGCCACGGCAGCGATCGGCGGCACCGCCGGGCTGATCGAGGGCAA 1139 

amtB2          GCTCGCCGGGGTGTTCGCAACCAGCGCCATCGGCGGCACCGCCGGCCTGCTCGAAGGTCA 1131 

               *** ***** ******** **    ** ***************** *** **** **  * 

 

BTAi_0294      CCCGAAGCAACTCGCGGCGCAGCTCTACGGCGTCGCCGTCACCCTGGTCTGGTCGGGCGG 1199 

amtB2          TCCGCGGCAGCTTCTGATCCAGCTTTATGGGGTCGCCGTCACCTTCGTTTGGGCGGCAGG 1191 

                ***  *** **   *   ***** ** ** ************ * ** *** ***  ** 

 

BTAi_0294      CGTCACCTGGGGTCTCCTGAAGCTGGTCAGCGTCTTCGTGCCGTTGCGGGTGTCCCGCGA 1259 

amtB2          CGTGAGCTTCATCCTGCTCAAGCTGGTCGGCCTGTTCGTGCCCTTGCGCGTATCCCGTGA 1251 

               *** * **     ** ** ********* ** * ******** ***** ** ***** ** 

 

BTAi_0294      GCAGGAACTCGAGGGTCTCGACATCTCCCAGCACGGCGAAGCGCTGCAATAA 1311 

amtB2          GCACGAGCTCGAGGGACTGGATATTTCGCAGCACGGTGAGGCCCTGCAGTAA 1303 

               *** ** ******** ** ** ** ** ******** ** ** ***** *** 

 

La citosina resaltada en amarrillo en los dos alineamientos es la citosina adicional que posee 

el gen amtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 en la posición 652.826 de su genoma que no 

se encuentra en los otros genomas analizados. 

 

 

Anexo 1.2 Secuencias proteicas de los transportadores de amonio AmtB1 

(codificado en el ORF blr0613) y AmtB2 (codificado por los ORF blr0607 y 

blr0608) 

 

AmtB1 (blr0613) - 510 aa 

MRFVSAPARPMPRPFDFALNLIQSGVNNMTFKRPYGAGLAALAVGLFAATAAYAEPTVNKGDNAW
MLTSTVLVLLMTIPGLALFYGGLVRSKNMLSVLMQVFYTVCVVTVIWAVYGYSLAFTGGSDFIGGFSK
AFMMGVTTDSKAATFSVDANISELIYMCFQMTFAAITPALIVGAFAERMKFSAIALFIPLWVTLIYFPIA
HMVWYWPGPDAIQDAAKALAAATDAAAKTAAQAKLDEINADAGWIFKKGAIDFAGGTVVHINAGI
AGLVGALLIGKRTGYGKELMAPHSLTMSMIGASLLWVGWFGFNAGSNLEANGGAALAMTNSFVAT
AAAALSWMFAEWIVKGHPSVLGVISGAVAGLVAVTPAAGFSGVMGAIVLGLVVGVVCLFFCTVVKN
AIGYDDSLDVFGVHCIGGIVGALGTGILVNPALGGAGIIDYTAIPPKVADYDFAAQMVSQFWGVCTTL
VWSGIGSAILYKVVDVIVGLRANVESEREGLDITEHTERAYNM 
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Blr0607 – 338 aa 

MAGLLRRAAVVAAPAGLMSIVAAPAQAAGSEINTADTAWMIVATALVLMMTIPGLALFYSGMVRK
KNVLATMAQSLAAVTMISILWVAFGYSLCFVGDGPWIGTLDRWFLAGMTLDSVNPAAKTIPESLFML
YQMTFAIITVALVAGSVADRMRFSAYLLFSVAWFIFVYIPLAHWVWGGGFLASMGVLDFAGGLVVHL
SAGTAGPRRRQGDGAPPRLRHRKSLAVRSVARRDGHWPVVGRLVRLQRRFGRRGQFARGAGDHR
DPSGGLLRRADLGRNRMVNAAQAFRARHDLRRGRWPRHHHAGFGLRRAVAWHRHRHHRRGGLL
LGLHLAEAPLRL 
 
 
Blr0608 – 223 aa 

MMGRRHGYGTENLSPFDLSLAVMGTGLLWVGWFGFNGGSAGAANSRAVLAIIATHLAACSGALTW
GAIEWSTRRKPSVLGMISGAVAGLGTITPASGFVAPWHGIVIGIIAGAVCYWACTWLKHRFDYDDSL
DVFGVHGIGGLTGTLLAGVFATSAIGGTAGLLEGHPRQLLIQLYGVAVTFVWAAGVSFILLKLVGLFVP
LRVSREHELEGLDISQHGEALQ 
 

AmtB2 (desde el inicio del ORF blr0607 al final del blr0608) – 434 aa 

 
MAGLLRRAAVVAAPAGLMSIVAAPAQAAGSEINTADTAWMIVATALVLMMTIPGLALFYSGMVRK
KNVLATMAQSLAAVTMISILWVAFGYSLCFVGDGPWIGTLDRWFLAGMTLDSVNPAAKTIPESLFML
YQMTFAIITVALVAGSVADRMRFSAYLLFSVAWFIFVYIPLAHWVWGGGFLASMGVLDFAGGLVVHL
SAGTAGPRRRQGDGAPPRLRHRKSLAVRSVARRDGHWPVVGRLVRLQRRFGRRGQFARGAGDHR
DPSGGLLRRADLGRNRMVNAAQAFRARHDLRRGRWPRHHHAGFGLRRAVAWHRHRHHRRGGLL
LGLHLAEAPLRL.RFARRVRRPRHRRSDRHPARRGVRNQRHRRHRRPARRSSAAASDPALWGRRHLR
LGGRRELHPAQAGRPVRALARIP.ARARGTGYFAAR.GPAV 
 

 

Anexo 1.3 Alineamientos realizados a partir de las secuencias proteicas del 

AmtB1 y AmtB2 de B. diazoefficiens USDA 110 

 

Las secuencias proteicas de AmtB1 y AmtB2 solamente poseen un 39% de identidad. 

 

AmtB1      MRFVSAPARPMPRPFDFALNLIQSGVNNMTFKRPYGAGLAALAVGLFAATAAYAEPTVNK 60 

AmtB2      ----------------------MAGL----LRRAAVVAAPAGLMSIVAAPAQAAGSEINT 34 

                                  :*:    ::*   ..  *  :.:.** *  *   :*. 

 

AmtB1      GDNAWMLTSTVLVLLMTIPGLALFYGGLVRSKNMLSVLMQVFYTVCVVTVIWAVYGYSLA 120 

AmtB2      ADTAWMIVATALVLMMTIPGLALFYSGMVRKKNVLATMAQSLAAVTMISILWVAFGYSLC 94 

           .*.***:.:*.***:**********.*:**.**:*:.: * : :* :::::*..:****. 

 

AmtB1      FTGGSDFIGGFSKAFMMGVTTDSKAATFSVDANISELIYMCFQMTFAAITPALIVGAFAE180 

AmtB2      FVGDGPWIGTLDRWFLAGMTLDSVNP---AAKTIPESLFMLYQMTFAIITVALVAGSVAD 151 

           *.*.. :** :.: *: *:* **      .  .* * ::* :***** ** **:.*:.*: 
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AmtB1      RMKFSAIALFIPLWVTLIYFPIAHMVWYWPGPDAIQDAAKALAAATDAAAKTAAQAKLDE 240 

AmtB2      RMRFSAYLLFSVAWFIFVYIPLAHWVWG--G----------------------------- 180 

           **:***  **   *. ::*:*:** **   *                              

 

AmtB1      INADAGWIFKKGAIDFAGGTVVHINAGIAGLVGALLIGKRTGYGKELMAPHSLTM----- 295 

AmtB2      -----GFLASMGVLDFAGGLVVHLSAGTAGPRRRQGDGAPP----RLRHRKSLAVRSVAR 231 

                *:: . *.:***** ***:.** **       *       .*   :**::      

 

AmtB1      -----SMIGASLL------WVGWFGFNAGSNLEANGGAALAMT---NSFVATAA---AAL 338 

AmtB2      RDGHWPVVGRLVRLQRRFGRRGQFARGAGDHRDPSGGLLRRADLGRNRMVNAAQAFRARH 291 

                 ::*  :         * *. .**.: : .**         * :* :*    *   

 

AmtB1      SWMFAEWIVKGHPSVLGVISGAVAGLVAVTPAAGFSGVMGAIVLGLVVGVVCLFFCT--- 395 

AmtB2      DLRRGRWPRHHHAG-FGLRRA-------VAWHRHRHHRRGGLLLGLHLAEAPLRL-RFAR 342 

           .   ..*  : * . :*:  .       *:         *.::*** :. . * :      

 

AmtB1      VVKNAI-GYDD-SLDVFGVH----------------------CIGGIVGALGTGILVNPA 431 

AmtB2      RVRRPRHRRSDRHPARRGVRNQRHRRHRRPARRSSAAASDPALWGRRHLRLGGRRELHPA 402 

            *:.     .*      **:                        *     **    ::** 

 

AmtB1      LGGAGIIDYTAIPPKVADYDFAAQMVSQFWGVCTTLVWSGIGSAILYKVVDVIVGLRANV 491 

AmtB2      QAGRPVRALARIP-ARARG-------TGYFA-------AR-GPAV--------------- 431 

            .*  :   : **   *         : ::.       :  * *:                

 

AmtB1      ESEREGLDITEHTERAYNM 510 

AmtB2      ------------------- 431 
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Anexo 2 Construcción del mutante en el gen glnD 

Como mencionamos en el Capítulo I, la proteína GlnD es el sensor más importante del 

estado de N intracelular y el responsable de activar o inhibir la respuesta al estrés por N 

(NSR) mediante la uridilación/deuridilación de las proteínas PII. En base a la importancia 

de esta proteína y a la falta de conocimiento sobre la misma en B. diazoefficiens nos 

propusimos construir un mutante delecional en el gen que la codifica: glnD (ORF 

bll0916). 

Estudios previos a este trabajo de Tesis mostraron que, en E. meliloti 1021, la mutación 

del gen glnD resultaba letal, indicando que en esta bacteria glnD es un gen esencial 

(Rudnick et al., 2001; Yurgel et al., 2008). Unicamente a partir de la deleción parcial de 

dicho gen fue posible su caracterización en E. meliloti 1021 (Yurgel et al., 2008; Yurgel 

et al., 2010; Yurgel et al., 2011). 

En la Figura A.1 se puede observar un esquema del entorno génico del gen glnD de B. 

diazoefficiens USDA 110 (Panel A) y los dominios que posee la proteína (predichos a 

través del servidor on line Pfam) (Panel B). En el panel B se detallan los cuatro dominios 

predichos para GlnD: un dominio N-terminal que nucleotidiltransferasa (Nt), un dominio 

característico de las proteínas GlnD (UTasa/UR), un dominio central de HD, llamado así 

por la presencia de residuos conservados de histidina y aspartato, y un dominio ACT de 

unión a ligandos en el extremo C-terminal. A partir de estudios mutacionales (Ninfa et 

al., 2000; Zhang et al., 2005; Tøndervik et al., 2006) y análisis de dominio (Holm et al., 

1995; Aravind et al., 1999) se ha reportado que el sitio activo de uridiltransferasa se 

encuentra en el extremo N-terminal de la proteína mientras que la función 

uridilremovedora pareciera estar vinculada al dominio HD (Zhang et al., 2010). Por su 

parte el dominio ACT, que generalmente se une a pequeños efectores o aminoácidos, 

cumpliría un rol regulatorio de la actividad GlnD, a través de su unión a glutamina (Zhang 

et al., 2010). 
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Considerando que los datos reportados indican que la deleción total de glnD puede ser 

letal para la bacteria, y que el extremo N-terminal de la proteína está vinculado a su 

función uridiltransferasa, decidimos diseñar una estrategia para la deleción parcial de 

dicho gen, en particular de la región que codifica para el extremo N-terminal de la 

proteína donde se encuentran los dominios Nt y UTasa/UR (Figura A.1 - Panel B). 

Para generar la construcción que nos permitirá obtener el mutante en glnD, se eligió la 

estrategia de doble recombinación homóloga descripta por Sukdeo y Charles (2003) que 

se detalló en el Capítulo II.3.12. Brevemente, se amplificaron por PCR, utilizando la 

enzima Pfu ADN polimerasa, fragmentos internos del glnD y flanqueantes a los dominios 

nucleotidiltransferasa y utidiltransferasa/uridilremovasa. Utilizando los cebadores glnD 

5´Fw/ glnD 5´Rv amplificamos un fragmento de 427 pb río arriba (PCR1) y utilizamos el 

par de cebadores glnD 3´Fw/ glnD 3´Rv para amplificar 502 pb río debajo de dichos 

dominios (PCR2) (Figura A.2, gel a). Las secuencias de los cebadores utilizados se 

detallan en la Tabla II.3.1. Los fragmentos amplificados en las PCR1 y PCR2 se utilizaron 

como ADN molde para llevar a cabo la PCR3 (Figura A.2, gel b) utilizando la combinación 

A) 

B) 

Figura A.1 Esquema representativo de la región génica de glnD (flecha naranja) (A) y predicción 

de dominios de la proteína GlnD (B). Las flechas en gris esquematizan genes que no están 

involucrados en el metabolismo del N. La predicción de dominios de GlnD mediante el programa 

on line Pfam (https://pfam.xfam.org/search/sequence). En el panel B se puede observar la 

presencia de 4 dominios: el dominio nucleotidiltransferasa (Nt), el dominio característico de las 

proteínas GlnD uridiltransferasa/uridilremovasa (UTasa/UR), el dominio HD y un dominio ACT. 

Además, en la imagen se indica la región que se desea delecionar y la cantidad de aminoácidos 

(aa) que contiene esa región. 

N –   – C 
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de cebadores glnD 5´Fw/ glnD 3´Rv. El producto final obtenido (908 pb) contiene la 

región interna del glnD río arriba de los dominios a delecionar unido por la secuencia 

sintética a la región río debajo de los mismos  

El fragmento de PCR3 se insertó en el vector pK18mobSacB (Schafer et al., 1994), ambos 

previamente digeridos con las enzimas de restricción HindIII-PstI. Una vez obtenida la 

construcción, la misma se chequeó primero por PCR utilizando la combinación de 

cebadores M13 (-40) Fw (que hibridan específicamente sobre el plásmido) y glnD 3´Fw 

obteniendo un fragmento de 542pb (Figura A.2, gel c). De aquellos clones que resultaron 

poseer el plásmido con el fragmento de la PCR 3, se seleccionó el clon 2 y se digirió con 

la enzima BamHI para corroborar la presencia del fragmento de interés donde 

efectivamente se observó la liberación de un fragmento de 436 pb (Figura A.2, gel d). 

Esta construcción se chequeó por secuenciación y se denominó pFL0916. 

Con la construcción obtenida se transformó una cepa de E. coli S17-1 y luego se movilizó 

a B. diazoefficiens USDA 110 mediante una conjugación biparental. Como mencionamos 

en el Capítulo II.3.12, la selección de transconjugantes se llevó a cabo en medio YEM 

suplementado con Km y la selección de dobles recombinantes se realizó en medio YEM 

suplementado con sacarosa 10 %. 

Pese a los múltiples intentos realizados, no fue posible encontrar un clon Kms-Cmr donde 

se haya delecionado el gen de interés. Por el contrario, todos los clones chequeados por 

PCR utilizando los cebadores glnD 5´Fw/ glnD 3´Rv (utilizados para amplificar la PCR3) 

dieron como resultado la presencia de la copia salvaje del gen. Esto indicaría que tanto 

la primera como la segunda recombinación homóloga ocurrieron en el mismo sitio 

dando como resultado la eliminación del plásmido pFL0916 y la reversión de los 

transconjugantes simples a la cepa salvaje. Incluso en varias ocasiones, a pesar de 

intentar forzar la segunda recombinación homóloga sembrando los transconjugantes 

simples en medio YEM con 10 % de sacarosa, se comprobó que se obtuvieron clones que 

aún mantenían el plásmido insertado en el genoma ya que se obtenían por PCR con los 

cebadores glnD 5´Fw/ glnD 3´Rv dos fragmentos: uno de 896pb que pertenece a la 

amplificación de la copia mutante del gen y otro de 1829pb que corresponde a la copia 

salvaje. Esto probablemente pudo ocurrir porque en ocasiones la sacarosa fue 

esterilizada por vapor de agua en autoclave a sobrepresión. Las elevadas temperaturas 
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pudieron caramelizar la sacarosa y como consecuencia la concentración adicionada al 

medio de cultivo podría no haber sido la adecuada. 

Dada las múltiples complicaciones encontradas al intentar delecionar el gen glnD y 

considerando la bibliografía mencionada al inicio de este anexo, podríamos suponer 

que, en B. diazoefficiens, glnD es también un gen importante y su deleción podría ser 

letal. 
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Figura A.2 Esquema de la estrategia de clonado utilizada para la construcción del vector pFL0916, 

que será utilizada para la deleción del gen glnD (bll0916) en B. diazoefficiens USDA 110, y 

chequeo de la construcción obtenida. A los lados de los geles se indican los pesos moleculares de 

los fragmentos de interés (naranja) y del marcador de peso molecular (celeste). 
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