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RESUMEN. 

La glutamina, el producto final de la asimilación 

de amonio, es un compuesto clave en el metabo1ismo 

nitrogenado ya que sirve como donador de nitrógeno en una 

qran variedad de vias biosintéticas y además funciona como 

el correpresor del catabolismo nitrogenado. La regulación de 

la concentración intracelular de la glutamina es un proceso 

clave en el metabolismo nitrogenado ya que su concentración 

determina su utilización del. nitrógeno del medio, la 

velocidad de sintesis y degradación del. nitrógeno celular. 

A través de estudios bioquiaicos y fisiológicos sa han 

determinado las enzimas que participan en la asimilación de 

la 9lutamina. Se ha encontrado que la 9lutamina es asimilada 

por las enzimas de la via de la transam.inasa de glutamina

-am id asa en la cuál la glutamina, a través de la 

participación de la transaminasa de glutamina, dona su 

nitrógeno amino para dar diferentes aminoácidos y 2-

oxoqlutaramato, después por la acción de la w-amidasa el 2-

oxoglutaramato es hidrolizado a 2-oxoglutarato y amonio. La 

glutamato sintasa también participa en la asimilación de la 

glutamina, dando dos moléculas de glutamato a partir de 

glutamina, 2-oxoglutarato y NAOPH. Además se ha encontrado 

que el amonio liberado dela 9lutamina por la via de la 

transaminasa de glutamina-w-amidasa es asimilado por la 

g l u t a m i n o s i n t e t a s a 
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INTRODUCCION 

La composición quimica de los seres vivos es, 

cualitativamente, muy diferente de la del entorno f1sico en 

que viven.. La mayor parte de los componentes químicos de 

los organismos son compuestos orgánicos de carbono en los 

que este elemento se encuentra en un estado relativamente 

reducido. Muchas de éstas moléculas contienen también 

nitrógeno como las proteínas, los ácidos nucléicos y otras 

biomoléculas importantes de los organismos vivos. Aunque el 

nitrógeno molecular se encuentra en gran cantidad en la 

atmósfera, es relativamente inerte desde el punto de vista 

químico y no puede ser utilizado por la mayor parte de los 

seres vivos .. Es asi, que los sistemas vivos (microorganismos 

y plantas) han desarrollado una serie de estrategias para 

buscar el nitrógeno y asimilarlo. Estas estrategias se 

traducen en diferentes procesos que comprenden la forma de 

buscarlo, incorporarlo a la célula, metabolizarlo para con

vertirlo en amonio, excretar el amonio al medio o asimilarlo 

en glutamato y glutamina, distribuir el nitrógeno presente 

en estos aminoácidos a través de enzimas que transaminan y 

transa111idan, acumularlo en organelos especificas, sin-

tetizar macromoléculas y finalmente degradar el nitrógeno 

celular para reciclarlo otra vez a amonio (l). 

La asimilación del amonio, es el punto donde se 

fija el nitrógeno en moléculas orgánicas y de ahi se dis-
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tribuye hacia la sintesis de compuestos nitrogenados que son 

utilizados en la sintesis de macromolécul.asª Debido a lo an

terior el proceso de asimilación del amonio es un punto 

clave del metabolismo celular donde se controla el resto de 

los procesos del metabolismo nitrogenadoª 

La deshidrogenasa glutámica (GDH-NADP) y l.a 

glutamino sintetaaa (GS) son las únicas enzimas capaces de 

incorporar el amonio a mol•culaa orq•nicasª La GDH-NADP 

cata.liza la reaccion para sintetizar qlutamato a partir de 

2-oxoglutarato NADPH y amonio. La GS sintetiza glutamina a 

partir de glutamato, amonio y ATP ( 2 ). 

La glutamina, el producto final de la asimil.ación 

de amonio, es un compuesto clave dentro de este proceso ya 

que es uno de los donadores universales de nitrógeno y 

además es el correpresor del catabolismo nitrogenado, ya que 

su concentración determina la utilización del nitrógeno 

del medio, la velocidad de s1ntesis y degradación del 

nitrógeno celular, y la expresión de la nitrogenasa. 

La glutamina además de ser requerida para la 

sintesis de proteínas sirve como donador de nitróqeno en una 

variedad de vías biosintéticas: 
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Purina Proteinas 

Histidina 

Triptof ano 

Asparaqina 

Glutamato 

Arginina, urea 

carbTaini1 fosfato 

Antrani1ato 

NH3 

t--~---i~~+2-oxoglutaramato 

a:-aminoácidos 

Fenilacetil-

qlutamina 

+ NH3 

Asi., el átomo de nitróqeno amido de 1a glutamina 

es usado para la sintesis de los átomos de nitrógeno am.ido 

del NAO y asparagina, los átomos de nitróqeno 3 y 9 del 

ani1lo de purinas, los grupos amines de glucosamina, 

guanina, citosina, ácido p-aminobenzoico, el átomo de 

nitrógeno de carbamilfosfato (que es utilizado para la 

síntesis de arginina y el átomo de nitrógeno 1 del anillo de 

pirimidinas), el átomo de nitrógeno 1 del anillo de imidazol 

de histidina y el atomo de nitrógeno del pirrol de trip-

toi'ano (3). 

En diferentes sistemas celulares, se han en-

centrado diferentes actividades enzimáticas capaces de de

gradar glutamina: Transamidasas de glutamina, glutamato sin

tasa, glutaminasas, L-aminoácidos oxidasa y la vía de la 



transaminasa de g1utamina-<.G- a.midasa (tabla 5). 

Las transamidasas son enzimas que catalizan la 

donación del qrupo amido de la 9lutamina a un aceptor, dando 

como productos al aceptor con un grupo amino y glutamato. La 

mayoría de estas transamidasas utilizan ATP. 

La transamidasa más estudiada es la carbamil fos

fato sintetasa de Eschecichio col! (4, 5). Esta enzima tiene 

un peso molecular de 163, ooo dal tones y está compuesta por 

dos subunidades, una subunidad pesada de 130,000 daltones 

y una subunidad ligera de 40,000 daltones{6). 

La glutamato sintasa es una transamidasa que 

catoliza la transamidación reductiva de la glutamina con 

el 2-oxoglutarato para dar 2 moléculas de 9lutamato. Esta 

enzima sólo se encuentra en microorqanismos y plantas. El 

hecho de que mutantes de Bacillus suhtilis, que carecian de 

la actividad de glutamato deshidrogenasa y de alanina 

deshidrogenasa, crezcan en medio minimo { 7 y de que en 

,,A..,e'""'r"'-"o'"b"oLZc_,,t,_,e._r..__ _ _,a._e..._.r_,o"'g'""'e"n'-'e'""'s 1 a s in tes is de q 1 uta mato 

deshidrogenasa puede estar totalmente reprimida sin afectar 

la capacidad de este J?icroorqanismo para asimilar amonio 

(8), llevó a la demostración de que existe otra via para 

asimilar amonio. En esta via el amonio es asimilado por la 

glutamino sinteta.sa para dar glutamina y después la 

glutamato sintasa 1leva a cabo la transamidación reductiva 

de este aminoácido dando dos moléculas de glutamato. 
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Las qlutaminasas son enzimas que cata1izan la 

deaminación hidrolitica de la qlutamina dando como productos 

glutamato y amonio. La actividad de qlutaminasa se encuentra 

en una qran cantidad de microorganismos ( 9 ). Las mejor es

tudiadas son l..as glutaminasas de Escherichia col i. Estas 

bacterias tienen dos gluta~inaaas que se distinquen por su 

pH óptimo; la glutaminasa A tiene un pH óptimo de 5, 

mientras que la qlutaminasa B tiene un pH óptimo de 7 (10). 

Las L-aminoacidos oxidasas catalizan l..a desamidación 

oxidativa de los L-amino6cidos.. La L-aminoacido oxidasa de 

Neurospora cra1so es capaz de desaminar oxidativaJDente a la 

91.utamina con una actividad sot menor que la que presenta 

con la histidina, que es el mejor sustrato de esta enzima 

(l.l.). 

La sintesis de esta enzima requiere tanto de la 

inducción por un aminoácido, as1, como simultaneamente de la 

derepresión catabólica nitrogenada (8). La limitación de 

carbono en presencia de un aminoácido como inductor no per

mite la inducción de la L-amino6cido oxidasa. Los in

hibidores de la sintesis de proteinas y de la sintesis de 

RNA b1oquean la acumulación de la L-aminoácido oxidasa, lo 

que sugiere que la expresión de esta enzima es controlada a 

nivel de su transcripción (8). 

La transaminasa de qlutamina fue descubierta en el 

curso de estudios enzimAticos de la desamidación de 
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9lutamina. Greenstein y colaboradores (12) descubrieron que 

la formación de amonio a partir de glutamina, utilizando ex

tractos de hi.qados de rata, se estimul.aba notablemente por 

la adición de piruvato y algunos otros 2-oxoacidos. La 

reacción dependiente de 2-oxoácidos fue denominada 

glutaminasa II. 

Meister y Tice (13) encontraron que el piruvato 

(determinado con la lactato deshidrogenasa) desaparecia, 

mientras que el total de 2-oxoácidos (determinado por la 

formación de la 2, 4-dinitrofenilhidrazonas de 2-oxoácidos) 

permanecia sin cambios y al final de la reacción se 

recuperaba el 2-oxoglutarato como su correspondiente 2, 4-

dinitrofenil.hidrazona. Estos autores también establecieron 

mediante estudios con qlutamina15N en el grupo amido,que el 

amonio formado proviene del grupo amido de la glut~mina. En 

este y en otros trabajos se encontró que un gran numero de 

2-oxoácidos pueden reemplazar el piruvato y que la 

desaparición del piruvato u otros 2-oxoácidos se acompaña de 

la formación equimol.ar del correspondiente L-aminoácido. La 

!'ormación de amonio no ocurria en ausencia de 2-oxoácido y 

sólo algunos de estos compuestos estimulaban su formación 

(l.3). 

La transaminación se disminuía notablemente cuando 

se reemplazaba la glutamina por el glutamato~ En el caso en 

que se usaba como sustiato r-metilglutamina, la transamina 

7 



ción ocurría pero no ha.bia formación de amonio y se ~ormaba 

el a-ceto-r-metilqlutamato (14). Estos resultados fueron in-

terpretados de la manera siguiente: 

Primero ocurria una reacción de transaminación 

entre la qlutamina y el 2-oxoácido que resultaba en la 

formación del correspondiente a-aminoácido y del 2-

oxoglutaramato (reacción 1). A continuación, en una segunda 

reacción de w-deamidación en la cual el 2-oxoglutaramato se 

convertía en 2-oxoglutarato y amonio (reacción 2). 

L-qluta.mina + 2-oxoácido ;::=::==:::=: 2-oxoqlutaramato ... 
L- oc -aminoácido 

2-oxoqlutarato + NH3 

(1) 

(2) 

Esta hipótesis fue confirmada cuando se encontró 

que el 2-oxoqlutaramato (preparado por oxidación enzimática 

de la L-glutamina) es hidrolizado en 2-oxoglutarato y amonio 

por preparaciones que también catalizan la reacción de 

transaminación deamidación de glutamina (15). La w-amidasa 

de estas preparaciones, no hidroliza el a-ceto

-metilqlutaramato (14). A partir de estos resultados se 

purificó parcialmente la w-amidasa del higado de rata y 

además se separó de la transaminasa de glutamina (16). Se 

encontró que la w-amidasa hidroliza otras amidas como 2-

oxosuccinamato, succinamato y qlutaramato, pero es inactiva 

cuando se usan como sustratos glutamina y asparagina. En es-

tudios con extractos de N. crassa se demostró que la 
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transaminación entre 2-oxosuccina.mato y glutamina resultaba 

e.~ 1a formación de 2-cxoglutara.mato y asparaqina (17). Se ha 

encontrado que el 2-oxog1utaram.ato puede existir en dos for

mas interconvertib1es. Una forma exhibe las propiedades 

esperadas para un 2-oxoácido de cadena abierta analogo a la 

g1utamina; la otra forma reacciona lentamente con 2,4-

dinitrofeni1hidrazina y no es descarboxilada por peróxido de 

hidr6geno (18). se demostró posteriormente que la forma poco 

reactiva del 2-oxoglutaramato es la 2-hidroxi-s-oxo-prolina 

que no es sustrato de la w -amidasa ( 19 ) • El equilibrio 

entre la cadena abierta y la forma cíclica está marcadamente 

en favor de la ültima en condiciones fisiológicas. Así, más 

del 99\ del compuesto existe en la forma ciclica • 

H21-r2 
O=C c-coo-

1 tY 
NH2 O 

H21-r 
O=C C-OH 

"""N/ \oo-
1 
H 

Más información sobre esta vía del metabolismo de 

la glutamina se obtuvo después de purificar la transaminasa 

de glutamina y la w-amidasa. 

En 1971, la w-amidasa fué purificada y se obtuvo 

en forma homogénea por Hersh (20). La transaminasa de 

glutamina soluble, presente en el hígado de la rata, fue 

purificada por Cooper y Meister en el mismo año (14, 21). 
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Estudios reelizados por Price y Greens::.ein (22) 

demostraron que ia actividad de la transaminesa era lrlayor en 

el. higado que en el rifión de la reta. sin e!nbarqo, F..rupchik 

y Y.no>: (23, 2.C) , con una preparación más pura de riñon de 

rata, encontraron una actividad específica 6 veces mayor que 

aquella presente en el hígado de la rata. Estos resultados 

aparentemente conflictivo&, fueron resueltos en trabajos 

posteriores (25). ksí Kupchik y Knox (23, 2~) median la 

transaminación entre glutamina y fenilpiruvato, mientras que 

Price y Gn:.enstein median la transaminacion entre glutamina 

y piruvato. Investigaciones sobre la especificidad de la 

transaminasa por estos 2-oKoácidos demostraron que los ex

tractos de riñón eran menos activos que los del higado en la 

transaminación entre glutamina y piruvato, y mas activos que 

1os extractos del hígado en la transaminación entre 

glutamina y fenilpiruvato. Estos resultados culminaron en el 

aislamiento de una nueva transaminasa de glutamina de riñón 

de rata, y con la demostración de que 1as dos transaminasas 

estaban presentes. aunque en diferente proporción, en higado 

y en riñón (25). 

La transcminasa de glutamína de higado (transami

na s a de glutamina L) es mas activa con a-ceto-r-

metio1butirato,P-mercaptopiruvato, qlioxalato, piruvato y P

hidroxipiruvato. La transaminasa de glutamina de riñón 

(transaminasa de glutamina K) es más activCl con metionina, 



fenilalanina, tirosina y los a-cetoá.cid.os análogos a estos 

aminoácidos. Por otro lado, esta enzima exhibe menos ac-

tividad con glioxalato y piruvaco (25). 

Las transam.inasas de glutamina K y L, están 

presentes en la mitocondria y en el citosol del higado y el 

riñón (25). Igualmente se ha deJDostrado que la w-amidasa 

está presente tanto en la porción solub1e como en la 

mitocondria. 

La transaminasa de glutamina y law-amidasa de 

Neurospora crassa participan en un ciclo donde la glutamina 

es degradada y resintetizada (26). 

Se encontró que la glutamina es degradada a amonio 

y 2-oxoglutarato a través de las enzima& de la via de la 

transamina&a de glutamina- ~ -amidasa. En esta via la 

glutamina transamina para dar diferentes aminoácidos y 2-

oxoglutaramato a través de la participación de la trans

aminasa de glutamina, después, el 2-oxoglutaramato formado 

es hidrolizado por la w-amidasa a 2-oxogl.utarato y amonio 

(26). En este hongo la g1utamina es asimil.ada directamente a 

nitrógeno o amino por la acción de l.a gl.utamato sintasa que 

da 2 moléculas de glutamato a partir de glutamina y 2-

oxoglutarato (27, 28). El amonio liberado por la via de la 

transaminasa de glutamina-w -amidasa es reasimilado por la 

deshidrogenasa glutámica para dar glutamato y por la 

glutamino &intetasa para resincetizar glutamina.. Esto da 
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lugar a la operación de un ciclo en el c~al l~ glut~ina es 

deqradada y resintetizada, la gluta:ato sin~~sa tambi~~ par

tici~ e.n ciclar gluta.u:.ina a gluce..tt.ato (26, 29), coco resul

tado del cic1aje de la glctamina, este aminoAc~do y el 

q1uta.mato son con"C.inuamente resintetizados (28, 29) con el 

correspondiente gaste de esqueletos de carbono, poder reduc

tor y ATP {JO, 31). En N. e~assa no se detec~a actividad óe 

gluta.m.inasa y experimentos de -.arca.je de.muestran qo.ie esta 

vía no opera en .la degradación de l.a glutami.na. Los estadios 

sobre l..a :!uncion del reciclaje de la glutamina han 

de.mostrado que est:e es necesario para el óptico fluJO de 

carbono a pa~ir de sacarosa (31, 32). se ha e...~contrado que 

para que 1a gluta.ina sea asi:ilada ópti~a.mente co:o !ue...~t:e 

de nítróg:eno esta tiene que conve~irse a gluta:.a!:.o que es 

el otro donador de nitrógeno (28). La actividad de la 

glutai.ato sintasa y la incorporación del amonio liberado por 

la vía de la transa:.inasa de gluta.zina~-a:.idasa a través de 

la deshid-rogenasa gluti.aica son escenciales para la sintesis 

de gluta.:ato, :m.ientras que la contribucion de las trans

a.m.idasas es pequeña (28, 29). 

La presencia de 2-oxoglutarai:...ato en presencia de 

am.onio(2ó) y los estudios d.: riarcaje con qluta:.ina 1-SN 

muestran que el reciclaje de la glutamina esta operando 

en~e glut~to y g:lutamina (30) .. 

Tomando a Neurospo,....a crassa como modelo se 



aplicar6 este conocimiento en una bacteria de qran interés 

biotecnolóqico para la aqricultura Rbizobiµp, phaseoli que es 

una bacteria :fijadora de nitrógeno en asociación con 

Pb••eolua yulqaria (frijol), le~inosa de qran importancia 

económica. 

RhizobiU,ll phaaeoli es una bacteria qram negativa 

qu.e se caracteriza por inducir el desarrollo de nódulos en 

las raices de la planta que infecta, en estas estructuras se 

lleva a cabo el proceso de rijación de nitróqeno (33). 

RbizcbiUJR phaseoli es capaz de utilizar diferentes 

coapueatoa coao fuente de nitróqeno y la utilización de es

tos coapueatoa iaplica su degradación a amonio, precursor de 

la aintesis de glutaaina para asi distribuir el nitrógeno de 

e&tos aaino4cido& a todos los compuestos nitroqenados (34). 

Entre loa aaino4cidoa que Rbizobium phaseoli puede 

utilizar coao fuente de nitrógeno se encuentra la glutamina, 

sin embargo, la utilización de este aminoácido no implica 

necesariamente su deqradación a amonio, ya que al donar su 

grupo amido mediante reacciones de transa~idación for::ia 

q1utamato. 

En Rbizobium phoseoli ae ha reportado la 

existencia de la actividad de glutamino sintetasa (GS). 

Rhizobium tiene dos glutamino sintetasas las cuales tienen 

diferentes propiedades físicas y cataliticas (35). La GS I 

es muy parecida a la enzima encontrada en ~ con una 
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estructura oligomérica formada por 12 sul:mnidades, es resis

tente al calor y está sujeta a requ1aci6n por adenilación 

(36). Por otro lado 1a GS rI tiene un peso molecular más 

bajo, es sensible a temperatura y está formada por s sub

unidades (37). 

También &e ha reportado la actividad de glutamato 

sintasa (GOGAT) como una via en la deqradación de glutamina 

en Bhizobium phawaoli. 

La actividad de GOGAT es ~ayer cuando se usa 

g:l.utamina 6 amonio como fuente de nitrógeno que cuando se 

usa 91utamato (34). 

Sin embargo en Rhizphiup pbasepli no se ha repor

tado la existencia de la deshidrog:enasa g:lutámica (GDH) 

(34). En otras especies de Rbizobium como R. iaponicum, ~ 

leqµpinosarum y B, trifoli si se ha logrado detectar ac

tividad de GOH, pero como es dependiente del cofactor NADH y 

no está requlada negativamente por 9lutamato, se le ha asig

nado un papel catabólico (38, 39). En R. leguminosarum y E.a.. 

~ se ha encontrado una actividad de GOH biosintética 

dependiente de NADPH, que aumenta en condiciones de 

limitación de glucosa (38). Es importante mencionar que se 

han aislado mutantes auxótrofas de 9lutamato, que no 

asimilan amonio en R. leguminosarum R. iaponicum. R. cow

pea. R. trifoli R .. meliloti y R. sesbania y que son 

l.4 



deficientes en la actividad de GOGAT sin tener afectada su 

GDH (40, 41, 42). Este dato apoya que la vía de asimi1ación 

de aaonio en Rhizpbiym es la v1a GS-GOGAT, ya que si la GDH 

y l.a GOGA'I' participaran en la síntesis de 9lutaniato, 

mutantes auxótrofas de glutamina deherian tener al.teradas 

laa doa actividades. 

Otra enzima que no se ha reportado en Rbizobium 

phaseo1i ea la via de 1a tra.nsa.minasa de gluta111ina-w. -amida 

"ª· 



oBJETrvos. 

El pape1 de la qlutamina es fundamental en el me

tabolismo celu1ar por lo que es importante conocer como se 

asimila este aminoácido, para ello se plantean los 

siquientes objetivos. 

A) Demostrar si opera la via de la transaminasa - w -amidasa 

en Rhizobiµm, phaa901i. 

b) Demostrar si opera el reciclaje de la glutamina en 

Rbizobium ph•••oli 

Estos objetivos forman parte de un proyecto 

general sobre las vias que participan en la asimilación de 

la qlutamina, su regulación, su función y determinar si 

opera el reciclaje de la qlutamina en Rbizobium phaseoli en 

vida libre y en simbiosis con Phaseolus yulgaris, asi como 

la relación que existe entre la deqradación de la glutamina 

y la fijación de nitrógeno. 

Este conocimiento podra ser aplicado para obtener 

cepas incrementadas en &U capacidad para !ijar nitrógeno 

atmosférico y por lo tanto incrementar la productividad de 

las cosechas de frijo1. 
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l'!ETODOS. 

CEPAS. 

Se trabaja con la cepa silvestre Rhizobium 

Dhoaeoli CFN42, re&i•tentes a ácido nalidixico y estrep

tomicina y con la cepa HB10l de Eschrerichia coli resistente 

a estreptomicina. 

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO. 

Las c4'lula• de la cepa CFN42 son precrecidas 14 

hr• en medios ricos (extracto de levadura o.J\, peptona de 

caaeina 0 .. 5t y cloruro de cal.cio o .. 7M) a 30'"C agitandose a 

una velocidad de 2oorpm. 

Con •sta• células •• inoculan aedios minimos 

(potasio dib••ico l.2mM., sulfato de aaqneaio O.BmM, cloruro 

de calcio lSOmM, y cloruro de fierro 18.X) a una densidad 

óptica de o.os a 540nm.. Al medio minimo se le adiciona como 

fuente de carbono succinato lOmM (a excepción de los casos 

que se especifique) y como fuente de nitrógeno glutamina 

lDllM ó glutamato 1011M ó nitrato de potasio 10mM 6 c1oruro de 

amonio lOmM. 

La• células de 1a cepa HBl.01 son precrecidas 1.2 

hra •n medio• de Luria (extracto de levadura o.st, peptona 

de caseina 1t y cloruro de sodio it ajustando el pH a 7.5) a 

37 C agitandose a una velocidad de 250rpm. 

Con ésta& células se inoculan medios mínimos 
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(fosfato de sodio 0.6%, fosfato de potasio 0.3%, cloruro de 

sodio o.s,, sulfacto de maqnesio o.02st ajustando a pH 7.5) 

a una densidad óptica de o.os a 540 nm. Al medio se le 

adicona como fuente de nitróqeno 9lutamina 10mM y como 

fuente de carbono •Uccinato 10 mM. 

DETERMINACION DEL CRECIMIENTO. 

Las cinéticas de crecimiento se sique por densidad 

óptica y por proteina. 

Para densidad óptica se toaa l.ml. de cultivo y se 

lee a 540na. 

Para proteina se toma lml de cultivo, se 

centrifuga 10 minuto• a 10, ooorpm y se resuspende en sooµl 

de •cido tricloroacético al 5,, •• vuelve a centrifuqar y 

ae resu•pende en 200µ1 de hidróxido de sodio 0.4N y se 

determina protaina por el método de Lovry a 625nm (43). 

DETERKINACION DE AMONIO EXTRACELULAR. 

Se toman 1011.l de cultivo, se centrifugan 10 

ainuto& a 10,000rpm al sobrenadante se le agrega 100µ1 de 

hidróxido de sodio 10M y ae mide amonio con un electrodo 

Orión con una membrana especirica para este compuesto. 
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PREPARACION DE EXTRA=os CELULARES. 

se centrifugan 250ml de medio 10 minutos a 

10,ooorpm se lavan las células con agua. El pellet se 

resuspende en l.Sml de buffer de extracción (Pirofosfato de 

sodio 0.05M y p-mercaptoetanol lOmM a pH 8 .. 5) y se rompen 

lea células en el desintegrador Braun dando 5 pulsos de 90 

segundos utilizando perlas de vidrio de 0.1mm de diámetro en 

una proporción de un volümen de perlas por tres volúmenes de 

células. 

Poaterioraente se centrifugan 10 minutos a 

10,ooorpm para desechar laa membranas celulares. El 

aobrenadante •e utiliza para la• determinaciones 

enzimáticas. 

ACTIVIDAD EHZIMATICA DE TRAHSAMINASA DE GLUTAMINA. 

La actividad de transaminaaa de qlutamina se 

determina aidiendo la acumulación de 2-oxoglutaramato 

colorimetrica•ente a soorun. 

La reacción se corre con 100µ1 de extracto celular 

Jllá.5 400µ1 de coctel ( 6-diaxo-5-oxo-norleucina (DON) 6mM, 

glutamina 0.2111, .glioxalato o.2M, 6cido bórico 0.75M a pH 

8.5, fosfato de piridoxal 2mM y agua) a J7•c hasta 90 minutos 

y •• para la reacción con 100µ1 de acido sulfucialicílico al 

2ot, se centrifuga 15 minutos a J ooorpm y se decanta, se 

adicionan 250µ1 de una solución al 4. 5t de vainillina en 
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Acido clorh~drico 3N y etanol al SOt se calienta 30 minutos 

a 92•c y se adiciona 250µ1 de hidróxido de sodio SN y se lee 

a soonm. 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA REACCION ACOPIADA DE LA TRANS

AMINASA DE GWTAJUNA Y LA w-AMIDASA. 

La actividad acoplada de la transaminasa de 

9lutamina y la w-amidaaa se determina midiendo la formación 

de a•onio por aedio de la deshidroqenasa glutAmica (bovina) 

a 340 na. 

X. reacción ae corre en laa miaaas condiciones de 

la tranaaainasa de glutaaina, excepto que la reacción se 

para con 100µ1 de ácido tricloroac4'tico al 17t, se 

centriru9a 15 minuto• a JOOOrpm, el sobrenadante se 

neutraliza a pH 7 con NaOH ae toaan 500µ1 de ésta mezcla y 

ae agregan 500µ1 de coctel (Tria 250mM, 2-oxoglutarato 

200.X, NA.OH lDd y aqua), se corre la reacción con Sµ.l de 

deshidroganaaa 9lut6mica (bovina) y aa lee la desaparición 

de NADH a 340na que corresponde a la cantidad de amonio fer

-do. 

ACTIVIDAD ENZillATICA DE GWTAMINO SINTETASA. 

La actividad de glutamino aintetasa se determina 

midiendo la producciónde 1-glutamil hidroxamato 

espectrofotométrica mente a 540nm. 
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Las actividades de glutamino sintetasa I y II son 

medidas por los ensayos de transferasa y sintetasa, las que 

se distinguen por su di~erente estabilidad a so·c (34). 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTAMATO SINTASA. 

La actividad de qlutamato sintasa se detercina 

siguiendo la oxidación de la coenzima NADPH 

espactofotométricaaente a 340nm (34). 

SINTESIS DE 2-0XOGLUTARAMATO. 

E•t• compue•to •• •intetiza a partir de Sqrs. de 

qlutaaina, 29ra. de L-aaino6cido oxidaaa, 10,000 unidades de 

catalaaa y lOOal de aqua ajuatando el pH 7.2 incubando a J7"C 

con burbujeo de oxigeno durante 24 hrs. 

Se dializa en l litro de aqua a 5"C durante 12 hrs. 

Esta muestra se liofiliza hasta apróximadamente lOOml, se 

pasa por una columna Dowex SOH+, se eluye con agua, se 

recolecta la aueatra, se •ide el pH, se juntan las frac

ciones acidaa •• neutralizan con hidróxido de bario y se 

liofiliza. 

La pureza del 2-oxoglutaramato obtenido se deter

aina por cromatoqrafia en papel y en liquido. 

Para la cromatografia en papel la muestra se corre 

en una mezcla de solventes con 40ml de terbutanol, 30ml de 

aetietil cetona, 15al de 6cido fórmico y l5ml de agua. Se 
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tiñe con vainillina (l' vainilla en etanol sot y ácido 

clorhidrico 1N) se deja secar 1hr a 92•c y se vuelve a teñir 

con hidróxido de sodio O.SN en etanol sot. 

Para la cromatoqrafia en liquido de alta presión 

se utiliza una columna Radial pack (Millipore) ClB (fase 

reversa) y ae eluye con hidróxido de tetrabutil amonio en un 

buffer fosfatos 1mM a pH 7.1 y se determina la absorbancia a 

2unm. 

DETERMINACION DE 2-0XOGLUTARAMATO In yiyo, 

Para esta determinación las células se crecen en 

medio mini•o aupleaentado con qlutaaina ó amonio como fuente 

de nitróqeno durante 12 hr• para que •• acumule 

óptic•••nt• el 2-oxoqlutaraaato proveniente de la reacción 

de la tranaaainasa de qlutamina ea necesaria la presencia de 

DON 1aM que es un inhibidor de transanidasas, 

aainooxiac•tico lOllM inhibidor de tranaaminasas y una mezcla 

de DON y AOA y •• incuban durante 6 hra. 

La• aueatraa son centriruqadas 10 •inutos a 

10,oorpm, el pellet se resuapende en 1oa1 de alcohol al so•, 

se hierve 10 •inutoa, •• hoa09eniza en el Braun, se filtra 

c-abrana 1.2.) y •• liofiliza .. La auestra •• disuelve en 

2ml de aqua, ae pasa por una columna OOWEX-1 y se eluye 

con Eial de ácido clorhidrico 1N se juntan las fracciones 

ácidas, se neutralizan con hidróxido de sodio y se 
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liofi1iza. El compuesto se disuelve en 2ml de agua~ 

El 2-oxoqlutaramato se determina por cromatoqrafia 

de 11quidoa de alta presion como se menciona anteriormente. 
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RESULTADOS. 

CRECIMIENTO DE Bhi¡r;obium pbaseoli EN DIFERENTES FUENTES DE 

NITROGENO. 

se crece Rhizobium pbaseoli en medio minimo 

suplementado en diferentes fuentes de nitrógeno glutamina 

10m.M, qlutamato 10 mM y nitrato de potasio 10 mM y en 

glutamina 10 mM como fuente de nitrógeno y carbono. Se 

encontró que para Rhizobium phaseoli la mejor fuente de 

nitróg'eno es glutamina y que adem4s es capaz de crecer en 

glutamina como fuente de nitrógeno y carbono (fig. l). com

parandol.a con otra bacteria qram negativa como ~ se 

obaerva que ésta bacteria crece meno• en glutamina como 

fuente de nitrógeno y carbono, lo que le confiere una 

caracteristica particular a Rhizqbium phaseoli {fig. 2). 

ACTIVIDAD DE TRANSAMINASA DE GWTAMINA Y ACTIVIDAD DE LA 

REACCION ACOPLADA DE LA TRANSAMINASA DE GLUTAMINA Y LA 

W -AMIDASA. 

La actividad de la transaminasa de qlutamina se 

determina creciendo células en medio minimo suplementado con 

glutamina y succinato a las 14hrs de crecimiento a Jo•c. Se 

determina la acumulación de 2-oxoglutaramato colorimetrica 

mente a 540 nm. Se detecta una actividad de 10~5 nanomoles 

de 2-oxoglutaramato producido por minuto por miligramo de 
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proteína , en presencia de aminooxiacético inhibidor de la 

transaminasa de qlutamina se detecta una actividad de 0.84 y 

cuando la reacción se lleva a cabo sin DON que inhibe la u

amidasa se detecta un tercio del total de la actividad, lo 

que significa que la .-a•idasa está hidrolizando el 2-

oxoqlutaramato a 2-oxoglutarato mas amonio y no se detecta 

actividad cuando la reacción se corre sin alguno de los 

sustratos glutamina ó qlioxalato (tablas·1 y 5). 

Estos resultados indican que en la degradación de 

la glutamina participa la reacción acopl.ada de la trans

aminasa de glutamina y la u.:i -amidasa. Esta actividad 

enzimática acoplada se determina midiendo la formación de 

amonio por medio de la deshidroqenasa qlutámica (bovina) a 

340nm en medio mínimo suplementado con qlutamina a las 14 

hrs de crecimiento a 3o•c. Se detecta una actividad de 4.3 

nanomoles de amonio producido por minuto por miligramo de 

proteína , no se detecta actividad sin la presencia de a1-

guno de los sustratos (qlutamina 6 glioxalato), en presencia 

de aminooxiacético inhibidor de 1a transaminasa de qlutamina 

no se detecta actividad ya que la qlutamina no puede ser 

deqradada a 2-oxoqlutaramato y en presencia de DON inhibidor 

de 1a w-aaidasa no se detecta actividad enzim4tica ya que 

al 2-oxoglutaramato producto de la degradación de 1a 

qlutamina por 1a transaminasa de glutamina no puede ser 

hidrolizado por la \41-amidasa a 2-oxoglutarato mas amonio 

25 



(tablas 2 y 5). 

EXCRECION DE AMONIO E INHIBICION DE LA EXCRECION DE ESTE 

COMPUESTO EN Rbizobium phaseoli CRECIDO EN GLUTAMINA MAS 

SUCCINATO Y GLUTAMINA COMO FUENTE DE NITROGENO Y CARBONO. 

Para medir la excreción de amonio se crecen 

c•lula• en medio minimo suplementado con glutamina, nitrato 

de potasio y glutamina como fuente de nitrógeno y carbono 

durante 36 hrs. Se encontró que la excreción de amonio es 78 

µmoles por miliqramo de proteina en qlutamina como fuente de 

nitrógeno y carbono y sólo de 18 en glutamina y en nitrato 

de potasio la excreción de amonio es m1nima estos resul-

tados indican que el amonio presente se debe a la 

degradación de la glutamina. También es importante resaltar 

que la excreción de amonio en glutamina como fuente de 

nitrógeno y carbono se detecta desde las primeras horas de 

crecimiento y en qlutamina ésta inicia después de las 12 hrs 

(fig. 3). 

Para inhibir la excreción de amonio se crecen 

c•lulas en medio miniao suplementado con glutamina y en 

9lutamina como fuente da nitrógeno y carbono durante 12 hrs, 

las células son transferidas a otros medios minimos con 

qlutaaina y qlutamina como fuente de nitrógeno y carbono 

más aminooxiacético 10 mM ó DON l mM. Se mide excreción de 

amonio a las 7 hrs y se detectan 3. 5 µmoles de amonio por 
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miliqramo de proteina en glutamina, en presencia de 

aminooxiacético ó DON se inhibe la excreción de amonio, y 

sin fuente de nitrógeno no se detecta excreción de amonio 

(fi9. 4). En 9lutamina como fuente de nitrógeno y carbono se 

detectan 30 pmoles de amonio por miliqramo de proteina y se 

inhibe la excreción en presencia de aminooxiacético ó DON y 

sin fuente de nitrógeno no se detecta excreción de amonio 

(ti9 5). Estos resultados confirman que la qlutamina es 

degradada a amonio por medio de la reacción acoplada de la 

transaminasa de qlutamina y w-amidasa y que no participan 

las enzimas L-amino6cido oxidasa porque en presencia de 

aminooxiac~tico ó DON no •• detecta excreción de amonio, ni 

qlutaminaaaa porque en presencia de aminooxiacético no hay 

excreción de amonio. Y adem6s ae demuestra que en qlutamina 

y en qlutamina como fuente de nitrógeno y carbono está 

presente la misma via de degradación de la glutamina (figs 

4 y S). 

OETERMINACION DE 2-0XOGWTARAMATO l.IL.YlYQ. 

Sintetizado.el 2-oxoqlutaramato se determina su 

pureza por cromatoqrafia en papel y en liquido con un resul

tado del 97.8lt. 

Para la determinación in yiyo las células se 

crecen en medio mínimo suplementado con qlutamina ó amonio 

durante 12 hrs, las células se colectan y se transfieren a 
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otro medio minimo suplementado con glutamina ó amonio más 

amiooxiacético inhibidor de la transaminasa de glutamina 6 

DON inhibidor de la w-amidasa 

Se mide la acumulación del 2-oxoqlutaramato por 

medio del HPLC, se detecta en presencia de DON y 

aminooxiacético la acumula del 2-oxoglutaramato lo que 

demuestra la participación de 1a via de la transaminasa de 

ql.utamina-w --amidasa. Y la acumulación del 2-oxoglutaramato 

en amonio demuestra que la glutamina es degradada y resin

tetizada (tabla 3). 

RECICIAJ"E DE lA GLUTAKINA. 

La presencia de amonio extracelular hasta después 

de las 12 hrs en 9lutamina (fig 3) sugirió dos 

posibilidades: 

a) Qué el amonio es asimilado por la glutamino sintetasa 

para resintetizar glutamina durante las primeras 12 hrs. 

b) Qué la actividad enzimática de transaminasa de glutamina 

se induce hasta después de las 12 hrs y que el amonio en ex

ceso es excretado al medio. 

Para demostrar una de estas posibilidades, se 

mide la excreción de amonio en glutamina, glutamina más 

metionina sulfoximina (inhibidor irreversible de la 

glutamino sintetasa) y sin fuente de nitrógeno durante l.as 

primeras 12 hrs de crecimiento. En presencia de metionina 
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su1foximina se detecta excreción de amonio lo que indica que 

1a glutamino sintetasa esta inhibida y no puede asimi1ar el 

amonio para resintetizar glutamina y este amonio es ex

cratado ai medio (fig. 6) 

Se mide l.a actividad de glutam.ino sintetasa por 

el ensayo de aintetasa y transrerasa en medio minimo 

suplementado con glutamina y glutamina como fuente de 

nitrógeno y carbono durante 24 hra. En glutamina se detecta 

actividad de glutamino aintetasa :I adenilada Jt por lo tanto 

inactiva y glutamino sintetasa :IX que se eleva hasta las 12 

hr• y después cae. En glutamina como fuente de nitrógeno y 

carbono ae detecta actividad de glutamino sintetasa 'I 

adanilada y no ae detecta actividad de glutamino sintetasa 

XX (figs 7 y 8), 

Se aide la actividad de transaminasa de glutamina 

en célula• crecida• en medio minimo suplementado con 

glutamina y gl.utaaina como fuente de nitrógeno y carbono a 

las 14 hrs a 30 oe, en donde l.a actividad enzimática es 

simi1ar en ambas condiciones. Y por Ultimo se mide actividad 

de glutamato sintasa en medio minimo suplementado con 

glutamina y glutaaina coao fuente de carbono y nitróqeno a 

laa 14 hrs a 30-C, en donde ae detecta una actividad de 27.1 

nanomoles de NADH oxidado por minuto por miligraxno de 

proteina en g1utamina y sólo 14.1 en gl.utamina como fuente 

de nitrógeno y carbono (tabla 4). 
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DISCUSION. 

La transaminasa de glutamina es una enzima que per

mite a 1a glutamina donar su nitrógeno amino para dar diver

sos aminoácidos. Además, esta transaminación es irreversible 

debido a que el 2-oxoglutaramato formado, se cicliza 

espontáneamente y no es sustrato de la transaminasa de 

glutamina y la w-amidasa tiene una gran afinidad por el 2-

oxoglutaramato. Sólo la forma abierta es hidrolizada por la 

u -amidasa a 2-oxoglutarato y amonio (19). Todas las demás 

transaminasas conocidas son reversibles y poseen una 

cosntante de equilibrio alrededor de 1. o. Otra 

caracteristica que distingue a la transaminasa de glutamina 

de la• dem6s, es que tiene afinidad y transamina eficien

~emente con muy diversos 2-oxoácidos (20). 

El objetivo de este trabajo es conocer la 

participación de la reacción acoplada de la transaminasa de 

qlutamina y la w-amidasa en la degradación de la glutamina, 

asi como el reciclaje de ésta en Rbi;obium phaseoli. 

Las vías posibles por las que la glutamina puede 

ser deqradada en Rhizobiw; phaseoli aon las siguientes. 

a) Por una transaminasa de glutamina y la w-amidasa 

en que a partir de la qlutamina se obtiene amonio y 2-

oxoglutarato (14). 

b) A través de la glutamino sintasa que en presen

cia de qlutamina y 2-oxoglutarato sintetiza 2 moléculas de 
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gl.utamato (33). 

e) otra enzima que puede participar, pero no en 1a 

degradación sino en la sintesis de glutamina es la glutamino 

sintetasa que a partir de qlutamato y amonio sintetiza 

9lutamina (34). 

Los resultados indican que para Rhi&obiwp phaseo1i 

la nejor ruente de nitrógeno es la glutamina y que además es 

capa~ de crecer en glutamina como fuente de nitrógeno y car

bono a diferencia de otras bacterias qram negativas como E..t.. 

~ (fi9 2). 

La actividad enzimática de la transaminasa de 

qlutamina y w-amidasa ha sido reportada en saceharomyces 

cerayisia• con una actividad de 8. 24 nanomoles de 2-

oxoglutaramato producido por minuto por miligramo de 

prote1na (45) y Nauro1poro crassa con 6.0 nanomoles de 

fenilalanina por minuto por miligramo de proteina. Los 

resu1tados muestran que esta actividad enzimática también se 

encuentra presente en Rhicobium phostol i con 4. 3 nanomo1es 

de 2-oxo9lutaramato producido por minuto por miligramo de 

proteína (tabla 2). La inhibición de la excreción de amonio 

por aminooxiacético inhibidor de la transaminasa de 

glutamina y DON inhibidor de la ~-amidasa (fi9s 4 y 5), 

además de la acumulación de 2-oxoglutaramato in vivo 

demuestran la participación de la reacción acoplada de la 

transaminasa de glutaaina y la w-amidasa en la degradación 
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de la glutamina. 

En Rbizobium pbaaaoli se ha reportado la actividad 

de glutamino sintetasa en glutamina (34), en el presente 

trabajo se reporta esta actividad en glutamina y en 

glutamina como fuente de nitrógeno y carbono. La actividad 

enzimática de glutamino sintetasa II en glutamina se en

cuentra presente durante las primeras 12 hrs de crecimiento 

durante e•ta fase el amonio es asimilado por la glutamino 

sintetasa para resintetizar glutamina, después de las i2 hrs 

la actividad de glutamino sintetasa II cae ya no asimila 

amonio y éste ea excretado al medio ( figs 7 y 8 ) . La ac

tividad de glutamino aintetasa II en glutamina como fuente 

de nitrógeno y carbono no se detecta (fig 7 y 8 ). En esta 

condición el aaonio no es asimilado para resintetizar 

glutamina y es excretado al medio a partir de las primeras 

horas de crecimiento (fi9 3) encontrandose una actividad 

diez veces mayor que en glutamina (fig 4 y 5). 

La actividad de ésta enzima queda demostrada con la 

presencia de metionina sulfoximina (inhibidor irreversible 

de la glutamino sintetasa) durante las primeras 12 hrs de 

crecimiento en donde el amonio es excretado al medio como 

resultado de la inhibición de la glutamino sintetasa (fig 

6). 

La actividad de qlutamato sintasa en Rhizobium 

pboseoli se ha reportado de 32 nanomol.es de NAOH oxidado 
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por minuto por miligramo de proteína en glutamina (34). En 

este trabajo se detecta una actividad de 27.1 en glutamina y 

14.1 en gluta.mina como fuente de nitrógeno y carbono, esto 

demuestra que al no detectarse actividad de glutamino sin

tetasa II el amonio no es asimilado para resintetizar 

glutam.ina y por lo tanto la degradación de la glutamina por 

glutamato sintasa baja el 50' en glutamina como fuente de 

nitrógeno y carbono. La actividad de transaminasa de 

qlutamina fue de 1.2. 9 nanomoles de 2-oxoglutaramato 

producido por minuto por miligramo de proteína en glutamina 

y de 11.7 en glutamina como fuente de nitrógeno y carbono lo 

que indica que la glutamina puede ser utilizada como fuente 

de carbono en Rbizobium pbaseoli (tabla 4). 

La acumulación del 2-oxoglutaramato ~ en 

amonio más DON (tabla 3) demuestra que la glutamina forma un 

ciclo donde es degradada y resintetizada por l.a via de la 

transa:minasa de glutamina- w -amidasa, glutamato sintasa y 

glutamino sintetasa en Bhizobuim phaseoli (fig 9). 
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CONCLUSIONES. 

En el presente trabajo se demuestra la 

participación de la via de la transaminasa de glutamina- w

amidasa en la degradación de la glutamina. 

La actividad enzimatica de la v~a de la transaminasa de 

glutamina- ""' -amidasa, glutamato sintasa y glutat:dno sin

tetasa participan en la asimilación de la glutamina en donde 

la via de la transaminasa de glutamina- w -amidasa degrada la 

glutamina a amonio y 2-oxoglutarato , el 2-oxoglutarato es 

asimilado por la glutamato sintasa para degradar la 

glutamina a 2 moléculas de glutamato y el amonio es 

asimilado por la g:lutamino sintetasa para sintetizar 

nuevamente glutamina a partir de glutamato. De tal forma que 

la presencia de estas enzimas contribuyen a la formación de 

un ciclo donde la glutamina ~s constantemente degradada y 

resintetizada. 
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FIGURA 

CRECIMIENTO DE Rhi=obium phaseol i EN DIFERENTE 

CO!WICIOSES 
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(O). y S!~r.ato de ?:ot.asio :..is $(.!cc!n!.~>:'l (C) _ 



FIGURA 

CRECIMIENTO DE Rhizobium phaseoli y Echerichia coli. 
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Células de Rhizobium phaseoli (e,O) y E coli (•,e), 
crecidas en medio mínimo suplemen~ado con glutamina 
rn~s succinato (l.•) y con glutamina como fuente de 
nitrógeno y carbono (O,c) durante 2~ hrs. 
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FIGURA 

EXCRECION DE AMONIO EN Rhizobium phaseoli EN DIFERENTES 

COND l C IONES 
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Las células se crecen en medio minmo suplementado con 

glutarnina más succinato (1), con glutamina como fuente 
de nitrógeno y carbono (O) y con nitrato de potasio 
más succinato (•) durante 36 hrs. 



FIGURA 

INHIBICION POR AMI1'00XIACETICO \' DOI> DE LA EXCRECION DE 

AMONIO EN Rhizobiuro phaseoli. 
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TIEMPO (HORAS) 

Las células se crecen lZ hrs en medio rn.inimo suplementado 
con glutamina má succinato. Las células se colectan y 
transfieren a los siguientes medios: glutamina más succi
nat:o (1), glutamina más amonooxiacético lOmM (•), glut.a~ 
mina más DON lmM (O) y sin fuente de nitrógeno, y se incu 
ban durante 7 hrs. -
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FIGURA 5 

INHIB!CION POR AMINOOX!ACETICO Y DON DE LA EXCRECIO!> DE 

30 

20 

10 

AMONIO EN Rhizobium phaseoli. 
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Las células se crecen 12 hrs en glutamina como fuente 
de nitrógeno y carbono. Las células se colectan y 
transfieren a los siguientes medios: glutamina (1), 
glutamina más aminooxiacético lOmM (o), glutamina más 
DON lmM {a) y sin fuent:e de nitrógeno. Y se incuban 
durante 9 horas. 



FIGURA 

EXCRECION DE AMONIO EN Rhi:obium phaseoli. 
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Las células se crecen en medio m1n1mo suplementado 
con glutamina más succlnato {O), glutamina más 
metionina sulfoximina SmM (t) y metionina sulfoxi
mina 5mM más succinato durante 12 hrs. 



o 
~ 

~ 

i 
~ 

~ 
M 

! 
~ . 
1 

100 

80 

60 

40 

20 

FIGURA 

ACTIVIDAD ENZJMATICA DE GLUTAMlNO SINTETASA EN Rhizobium phaseoli. 
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Ensayo de sin te tasa: A) Células cree: idas en medio m!nimo suplementado 

glutamina lOmM más succ!nico lOm."'I. Actividad de GSI ( 1 ) y GSll ( O). "}¡:) 

Células crt:cidas en med!o mínimo suplement.ado con glutamin:i cot:io fuente de nitr.§. 

geno y carbono. Actividad de GSl ( e ) y GSll ( O ) • 
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FJGURA 

ACTIVIDAD ~ZIMATICA DE GLU'IAMlNO SINTETASA EN Rhh:obium phaseoli. 
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Ensayo de cransferasa: A) Células crecidas en medio m!nimo suplementado con 

Glut:amina lOmM más Suc:c!nico. Actividad de GSJ ( • ) y GSII ( O ) • B) Células 

cr~c:idas en medio mínimo suplementado con Glucamina lOm..'! como Fuente de Nitrógeno 

y Carbono. Actividad de GSI ( • ) y GSll ( O ) • 



FIGURA 

CICLO DE LA GLUTAMINA EN Rhizobium phaseoli. 
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2-0XOGM. 2-oxoglutaramato 
2-0XOG. 2-oxoglutarato 
GOGAT glutamato sintasa 
G S glutarnino sintetasa 

T. GLN transaminasa de glutamina 



TABLA 

ACTIVIDAD ENZ!MATICA DE TRANSAMINASA DE GLUTAM!NA 

EN Rhi=obium phaseoli. 

ACTIV!DAD ESPECIFICAB 

COMPLETOC 10.S 

SIN GLUTAM!NA N.D.D 

SIN GL!OXALATO N.D. 

CON AOA 10 mM 0.84 

SIN DON 3.94 

ALos extractos se obtuvieron de cilulas crecidas en medio 
mínimo suplementado con glutamina más succinato a las 14hrs 
a 30 ºC. 

BExpresado en nanomoles de 2-0xoglutaramato producido por 

minuto por miligramo de proteína. 

CContiene (lml) glutamina ZOmM, DON 0.6mM, glioxalato ZOm.~. 
buffer borato 75mM (pH 8.5) y fosfato de piridoxal 0.2mM. 

DND, No detectable. 

AOA. aminooxiacético. 



TABLA 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRANSAMINASA DE GLUTl\MINA- -1\HIDl\SA 

EN Rhizobium phaseoli. 

ENSAYOA ACTIVIDAD ESPECIFICAB 

COMPLETOC 4. 3 

SIN GLUTAMINA N.DD 

SIN GLIOXALATO N.D 

CON AOA !OmM N.D 

CON DON 0.6mM N.O 

ALos extractos se obtuvieron de células crecidas en medio 
mínimo suplementado con glutamina más succinato a las 14 
hrs a 30 ºC. 

BExpresado en nanomolcs de amonio producido por minuto por 

miligramo de proteína. 

CCont lene ( lml) gluamina 20mM, gl ioxalato 20mM, fosfato de 

piridoxal O.ZmM y buffer borato 75mM (pH 8. 5). 

ºNo, no detectado. 

ADA. aminooxiacético. 



TABLA 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION 2-0XOGLUTARAMATO in vivo 

EN Rhiz.obium phascoli. 

ENSAYOA CONCENTRACIONB 

GLUTAMINA MAS SUCClNATO 11. 95 

GLUTAMINA MAS DON 28.55 

GLUTAMINA MAS DON MAS AOA 17.61 

AMONIO MAS SUCCINATO 15.47 

AMONIO MAS DON 29.73 

AMONIO MAS DON MAS AOA 21.10 

ACélulas crecidas en medio mínimo suplementado con glutamina 

6 amonio como fuente de nitrógeno y succinato como fuente 

de carbono por l:? hrs. Colectadas y transferidas a otros m~ 

dios con inhibidorcs enzimáticos e incubados durante 6 hrs 

bExpresado en nanomoles por miligramo de proteína. 

AOA. aminooxiacético. 



TABLA 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTAMATO SINTASA Y TRANSAMINASA DE 

GLUT~~INA EN Rhizobium phaseoli. 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 

GLUTAMATO Sll>TASAB TRANSAMINASA DE GLUTAMINAC 

GLN + SUCC 27.1 12.9 

GLN 14.1 11. 7 

ALos extractos se obtuvieron de células crecidas en medio 
mínimo suplementado con glutamina más succinato (GL~~SUCC) 

y glutamina (GLN) como fuente de nitrógeno y carbono a las 
14 hrs a 30 ºC. 

B Expresada en nanomoles de NADH oxidado por minuto por mi

ligramo de proteína. 

CExpresado en nanornoles de Z-oxoglutaramato producido por 

minuto por miligramo de proteína. 



TABLA 

DEGRADACION DE LA GLUTAMINA POR DIFERENTES ACTll'IDADES ENZIHATICAS. 

ADA DON 

,_T_RAN_'_S._!W_I":lO"iA~S-A_D_E .. ,l;;::-'L_U_T_AM_INA ___ ~ 2-0XOGM w -AM~9ÁsA Z-OXOG 

cCA 1 .A.A. 

DpN 

GLUTAMATO 
< 

Sl~TASA GLU 

:z NADPH 1'rADP+ 

I 

"' 
G L u T AM ¡ !"'A. s .. 

nós 
,_ 

,_..~L_-N_M_I_N_'O_A_C_I_o_o_o_x_I_D._AS_A ____ ...... ~H~ + Z-OXOGM 

D9N 

T R A N S A M 1 d A S A X-NH2 ... GLU 
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