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REGULACIÓN DE LA GLUTAMINASA A DE Rhi:zobiurn etli 

Y SU PAPEL EN LA INTERACCIÓN DEL METABOLISMO 

DEL CARBONO Y DEL NITRÓGENO. 

RESUMEN 

En Rhizobiu111 etli la asi1nilación de arnonio y ln síntesis ele glutan1ina se 

llevan a cabo a tn1vés de la vía ele Ja glutan1ina sintctasa-glutan1ato sintasa 

(GS-OOOAT). La gluta1nina es degradada por diferentes cnzirnas, entre ellas las 

gluta1ninasas A y B, lo que origina un ciclo de síntesis y degradación 

si111ultánea de glutan1ina, cuyo único significado aparente es el gasto de ATP y 

de poder reductor. La glutan1inasa A es una enzitna con una alta capacidad 

catalítica, es indispensable para utilizar a In glutan1ina con10 fuente ele carbono 

y participa en :-n.antcner el balance intracelular de los donadores universales de 

nitrógeno (glutamina y glutan1ato). 

El ciclnjc de la glutan1ina representa un modelo de regulación 1netabólica 

muy atractivo. por lo que nos interesó conocer los mecanismos regulatorios a 

nivel transcripcional y posttraduccional que operan sobre la glutaminasa A y 

determinar su papel en la interacción del metabolismo del carbono y del 

nitrógeno. 

Para tales propósitos. Ucvan1os a cabo la caracterización molecular del 

gen ylsA que codifica para la glutan1inasa A. su clonación en vehiculos. de 

expresión y la purificación de la cnzirna. 

Para evaluar la regulación a nivel tl"é1nscripcional ele Ja glutaminasa A se 

llevaron a cabo fusiones transcripcionales de la región promotora de glsA y el 

cassette transcripcional uidA2-aad (del plásn1ido pWMS). 

Por otro lado, se purificó a homogeneidad la glutaminasa A y se 

dctcrn1inaron sus parámetros cinéticos y bioquimicos, así como la influencia de 

n1ocluladores alostéricos sobre su actividad enzimática. 
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El gen glsA que cotnplcrncnta a la mutante LM 16 (sin actividad de 

gluta111inasa A) 9 consta ele 927 nucleótidos que codifican para una proteína ele 

309 aminoácidos. La secuencia de la proteína deducida presentó alta identidad 

con las glutan1inasas A y B ele EscJ1ericllia coli (53 y 43°/a respectivanl.entc). 

Los niveles de expresión ele g/sA varían dependiendo de las condiciones 

ele crecirniento y ele la fuente ele carbono proporcionada. La n1áxhna expresión 

de glsA se observa durante la fase exponencial de crccin1iento, la cual 

disn1inuye durante la estacionaria9 en paralelo con la actividad enzitnática ele 

glutaininasa A. La glutamina induce la expresión de glsA. 

Lc:'l. glutan1inasa A presenta una Kn.1 de 1.5 inM por glutan.1ina, una V1nax 

de 80 ~unolcs de an.1onio n1in· 1 lngP· 1 • no se inhibe por glutainato. se activa por 

an1onio y la carga energética de la bacteria parece no inl1uir en su actividad. El 

oxaloacctato y el g,lioxilato la n1odulan positivamente, 1nicntras que el 2-

oxoglutarato y el piruvato la modulan ncgativatnente. Las actividades 

cnzhnáticas de GS y gluta1ninasa A se presentan ele n1ancra shnultánea 

durante el crcci1niento bacteriano puesto que sus mecanis1nos tic control no 

son reciprocas. 

La sobrccxprcsión ele la glutan1inasa A aumenta la actividad de la OS y 

ejerce una influencia negativa en el creci1niento bacteriano. probablen1entc al 

incrementar la velocidad del ciclaje de la glutan1ina con su respectivo gasto <le 

i\TP y de poder reductor. 

Proponcn1os al ciclajc con10 un 1necanisni.o que permite a la bacteria 

direccionar el flujo metabólico hacia la utilización de fuentes ¡,1.lternativas ele 

carbono (an1inoúcidos. glutamina en especial). cuando otras fuentes de carbono 

no están disponibles o son limitantcs. Cuando la fuente de carbono no es 

liinitante. el ciclaje pern1itiria redireccionar el flujo metabólico hacia la 

biosintesis de aminoácidos u otros n1etabotitos nitrogenados a partir de 

glutan1ato y gluta1nina. 
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Rhizobiurn etli GLUTAMINASE A REGULATION 

AND ITS ROLE IN THE INTERACTION OF 

CARBON AND NITROGEN METABOLISM. 

SUMMARY 

In Rhh~o/.Jiurn etli a1T11nonium assirnilation ancl glutarninc biosynthesis 

procceds n1ainly through thc gluta1ninc synthetasc-gluta1natc synthase (GS

GOGAT) pathv •. ·ay. Glut~uninc is dcgradcd by diffcrcnt cnzyn1cs. an1ong thcn1 

glutaininnscs A ancl B. '\vhich originatcs an ATP-consun1ing cycle of gluta111inc 

synthcsis and si111ultancous dcgradation. 

Oluta111inasc A hns thc highcst gluta1ninc-dcgrading activity. playing a 

catabolic role in thc clcgradation of glutan1ine to carbon skeletons. It also 

maintains thc optimal intracellular balance of thc nitrogen universal clonors 

(glutani.inc and glutatnate). 

Glutnn1inc cycling rcprcscnts a very attractivc moclel of rnetabolic 

regulntion. Wc ·wcrc intcrcstccl in dctcrinining glutaminase A transcriptional 

nnd posttranslational rcgulation 1nechanisn1s and in detcrmining its role in thc 

intcraction bct'\Vccn carbon and nitrogcn metabolisrn. 

Hcrc, '\Ve characterizcd thc glsA gene, encoding glutarninase A and 've 

cxprcsscd thc gene in E. coli and R. etli strains. 

To evaluate glsA transcriptional regulation, 've constructed 

transcriptional fusions using thc uidA2·aad cassette (pWMS) and the glsA 

prometer. 

On the other hand, glutaminase A 'vas purified to homogeneity by 

recombinant methods and its kinetic and biochemical pararrieters "tere 

dctermined, as \Vell as the influence of allosteric modulators. 
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glsA gene cornplemcnts LM 16 nl.utant "vhich lacks glutanl.inasc A acth·ity 

ancl preclicts a 309 amino ncicl protein sho\,•ing high similarity to glutaniinascs 

A and B fro1n Escltcn·c/tin. co/i (53 and 43°/o identity respectively). 

Thc expression lcvcls of g/sA change clepcnding on gro'\.Vth conditions nnd 

carbon .source quality. Thc highest glsA expression obsetved during c..""ponential 

gro'\.vth phasc decrcases during stationary phase in parallel .with glutaniinas~~ A 

activity. Glutarninc induces ylsA exprcssion. 

Glutanl.inasc A shows a K111 far gluta1ninc of 1.5 inM and a V1nax of 80 

J.llll.ol atnn1oniun1 n1in· 1 n1gP- 1 ; it is not inhibitcd by gluta1natc, is activntcd by 

an1moniun1 and thc cncrgctic charge of bacteria secrns not to int1uenct:• its 

activity. Oxaloacetatc and glyoxilatc 111.odulatc activity positivcly, '\.Vhcrcas 2-

oxoglutaratc and pyruvatc inodulatc it ncgativcly. Thc cnzynl.atic activities of 

both OS and glutaniinasc A ~ ... re prcscnt sin1ultancously during bacteria! gro\vth 

sincc thcir control rncchanisrns are not rcciprocal. 

Glutarninasc A ovcrcxp1·cssion causes an incrcn1cnt in OS activity nnd a 

dranl.atic dccrcasc in bactcrial gro\vth, \.Vhich could be duc to increast." in 

gluta1ninc cycling and thc concon1itant ATP expense. 

Wc propase glutan1inc cycling as a n1cchanism that allo'\.vs bacteria to 

dircct thcir n1ctabolic now to\.vards thc use ar altcrnativc carbon sources (an1ino 

acids. spccifically glutan1ine). ""hcn othcr sources are not availablc or are 

limiting. Whcn carbon sourcc is not Jimiting, glutamine cycling '\.vould allo'\.\.· to 

rcdircct nl.etabolic flo\.v tov.'ards the biosynthcsis of amino ncids or othcr 

nitrogcn cornpounds frorn glutan1atc ar glutarnine. 

TESIS CON 
FALT "· D·i<' r·--.-_ _,.,.,.N -·. ~--' '- -·--'.!!; 



INTRODUCCIÓN 

R. ctli es unn bacteria G1an1-negativa. aerobia, en forma ele bacilo. Se 

considera dentro del grupo de Rhi2.obia de crecin1iento rápido. Habita el suelo 

en vida libre y puede fijar nitrógeno en sin1biosis con la leguminosa P/Jn.seolus 

vulgnris (frijol}. lo que representa un gran interés biotecnológico para nuestro 

pnis (Lópcz y Quintero. 1987). 

La glutamina es el producto final de la asimilación de ani.onio. tiene un 

papel central en el n1ctabolisn10 nitrogenado en microorganisni.os, y es 

considerada junto con el glutan1nto los donadores universales ele nitrógeno (Fig. 

1 ). Sus grupos an:1ino y an1ido son donados para una gran vnricclnd clt~ vías 

biosintéticas (Stndttnan, 1973); además se hn propuesto a In glutani.ina coni.o 

corrcpresor del cataholisni.o nitrogenado. yn que su concentración dctcrrnina la 

utilización del nitrógeno del ni.celia, y la velocidad de síntesis y degradación del 

nitrógeno celular. 

En E. coli. la disponibilidad ele ainonio y ele carbono se refleja en la 

concentración ele glutamina y 2-oxoglutarato intracelular, respectivamente, lo 

que regula la actividad ele la glutan1ina-sintetasa (GS) mediante una cascada de 

reacciones que culn1ina con la ni.oclificación covalentc de la cnziina. En 

rcsun1cn. las reacciones enzimáticas que llevan a la inactivación de la OS 

(mediante adcnilación) se estimulan por glutamina y se inhiben por 2-

oxoglutarato, mientras que las reacciones que reactivan a la OS 

(clcsadcnilación) se inhiben por glutamina y se estitnulan por 2-oxoglutarato 

(lla!pern, 1988). 

En Saccharo111yces cerei~isiae, la concentración intracelular de glutamina 

rnodula la actividad de las TOR-cinasas (TORl y TOR2 fosfatidilinositol

cinasas). las cuales activan el crecimiento celular en respuesta a disponibilidad 

de nutrientes. Dichas TOR-cinasas actúan sobre activadores transcripcionales 

entre los que se encuentran GLN3, RTGl y RTG3, involucrados en la expresión 

ele los genes que codifican para la sintesis de glutamina y cnzin1as del ciclo de 
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Krcbs y del ciclo del glioxilato, rcspcctivan1cntc. En presencia de glutan-iina. 

GLN3 y RTGl/3 son fosforilados porTOR e inactivados, 111icntras que cuando la 

concentración de gluta1nina baja. se dcfosforilan y se translocan al núcleo, 

donde activan la transcripción de sus genes blanco. El control que ejerce la 

glutamina sobre los activadorcs RTG-s via TOR, sugiere una relación 

itnportantc ele la glutan1ina y el rnctabolistno del carbono. 

Dcl>iclo al papel que juega la glutainina co1110 precursor de los 

co1npucstos nitrogenados y con10 modulador del catabolisrno del nitrógeno. su 

biosintesis y degradación debe estar altan1ente regulada, a fin de n1antcner la 

concentración intracelular necesaria para cubrir las necesidades biosintéticas 

sin tener un efecto represor en el 1netabolisn10 (Soberón &. González. 1987). 
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Las glu~aminasas 

Las glutaminasas (L-glutamina-amidohidrolasas EC 3.5. 1.2) son cnzilnas 

que catalizan la dcsamidación hidrolitica de la glutamina, dando con10 

productos glutamato y nn1onio. 

Las glutaminasas se han encontrado en varios sistemas biológicos: 

mamíferos, hongos, levaduras y bacterias (Calderón &. Martinez, 1993; 

Curthoys. 1976; Durán &. Calderón, 1995; Hartman &. McGrath, 1973; Heini et 

al, 1987; Kvamme et al, 1991; Márquez, 1994; Nelson et al, 1992; Shapiro et al, 

1991; s ... vicrczynski et al, 1993). 

En mamifcros, se han estudiado dos isoenzirnas que presentan variación 

tanto en su distribución en el organisni.o, como en su regulación. La 

gluta111inasa L., se encuentra únicamente en higaclo de adultos y se caracteriza 

por una Km por gluta1nina elevada, es fosfato-dependiente, se activa por 

an1onio y no se inhibe por glutamato. La glutaminasa K, se encuentra en todos 

los tejidos que contienen actividad de glutan1inasa (rifión, cerebro, 1núsculo, 

intestino delgado, tejidos fetales. tumores). tiene alta afinidad por gluta1nina, 

baja afinidad por fosfato (fosfato-independiente) y es inhibida por glutan1ato. Se 

ha propuesto que las glutaminasas en los diferentes tejidos son importantes 

para regular las concentraciones de glutarnina, glutamato y a1nonio (Smith &. 

Watford, 1990; Nelson et al, 1992; Nissim et al, 1992; Prusiner &. Stadt111an, 

1973; Braclforcl &. Warcl, 1976; Swicrczynski et al, 1993; Márqucz, 1994). En 

higa.do. la glutan1ina es precursor de la síntesis de glucosa y urca; en el 

ccrehro, el nn1onio es tóxico aún en bajas concentraciones, por lo que ta 

glutarninasa está altamente regulada; en riñón, el pH se regula a traves de las 

concentraciones de arnonio, en casos de acidosis, Ja glutruninasa se activa y 

regula in111cdiatatncntc el pH; en intestino, músculo esquelético y cardiaco, así 

coni.o en la proliferación de cClulas tumorales, se ha propuesto que la 

degradación ele la glutamina por la glutani.inasa es importante para utilizarla 

coni.o fuente de carbono. Estudios recientes han dado luz respecto a la 
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organiZc:"l.ción genómica y regulación transcripcional de las glutarninasns en 

hun1ano. La glutaminasa L se encuentra cocúficactfl. en el cror11oso111a 12, 

1nientras que la glutan1inasa K se localiza en el cromos.01na 2 (Pércz-Oóniez et 

al, 2003). 

En E. coli, se encuentran dos isoenzimaS: la glutamina.sa A. con un pH 

óptimo de 5, cuya actividad varia dependiendo C.le ,1a. r3.~C de crecitniento y de la 

concentración de amonio, se regula por AMP cíclico y ITietábolitos nitrogenados; 

y la gluta1ninasa B, que es activa a pH 7. no presenta variación durante las 

fases de crecimiento y se regula alostérican1ente por nuclcótidos de adcninn. 

cationes divalentes y ácidos carboxilicos (Halpern, 1988; Prusiner &. St~ultn'lan, 

1973). 

En Bacillus liche111"forrnis se ha reportado actividad de gluta111innsa y la 

existencia de dos isocnzi1nas: una con un pH óptimo de 7, constitutiva, y otra 

con un pH ópti1110 ele 9, induciblc y rcprin1ida por glucosa (Willia1u et al, 1981). 

En B. pasreun"i se hn descrito la purificación y caracterización de una 

glutarninasa activada por fosfato (Klein et al, 2002). 

En bacterias tnnrinas con10 Micrococus lureus K-3, Pseuclo111011as 

fluoresce11s, Vibrio clwlerae y V. coslicoln, se ha descrito la existencia de 

glutarninasas tolerantes a altas concentraciones de sal, las cuales pueden ser 

de utilidad en la industria alimentaria, para la producción de glutarnato como 

conservador y/o saborizante (Nandakumar et al, 1998; Rcnu & 

Chandrasckaran, 1992). Aspergi/lus onJzne tiene una glutaminasa. la cual se 

purificó y caracterizó. La proteína rccon1binante se ha utiliz.:1do en el proceso 

dr. fermentación ele la salsa de soya como saborizante, pues degrada glutamina 

a glutan1ato, au111entando el sabor del producto (Koibuchi et al, 2000). 

Lc'"l. glutaminasa también ha sido reportada en bacteroides de R. lupini, 

donde presenta una actividad muy alta, la cual aumenta en proporción al 

desarrollo de las plantas y a Ja presencia de iones Cl· (Kretovich et al. 1985; 

Kretovich et al, 1982). 



s. cere1.1isi<1e tambiCn tiene dos isocnzimas, una periplftsn1ic~1. la 

glutaminasa A. y una citoplásmica, la gluta1ninasa B. Estas isocnzi111as se 

distinguen por su tcrn1ocstabilidad, sensibilidad a piruvato y 2-oxoglutarato y 

su pH óptimo (Soberón &. GonzHlcz, 1987}. Se le atribuye a la glutaminasa B la 

función de rcgulnr la concentración ele glutan1ina intracelular. Cabe 111cncio1u1r 

que a In fecha no se ha reportado la secuencia de alguna glutatninnsa clt:· S. 

cereuisine. La búsqueda de las mismas en el GENBANK mediante ho111ologia 

con lns secuencias ele glutaminasa reporu:idas tampoco dio resultados 

satisfactorios. 

Las vias de síntesis y degradación de la glutamina en 

R. etli 

En R. etlt" la glutamina se sintetiza por la via GS-GOGAT con gasto de .ATP 

y NADPH, mientras que se degrada hasta 2-oxoglutarato y amonio a tra\.·es ele 

la vía de la transn1ninasa de glutan1inn-w-amidasa, y a través de las 

glutaminasas hasta gluta111ato y a1nonio (Fig. 2) (Durá.n y Calderón, 1995). 

La vía GS-GOGAT garantiza que las bacterias logren una cficit.~nte 

asimilación de arnonio aún en bajas concentraciones (Castillo et al, 2000). Esta 

vía parece ser necesaria para el consun10 eficiente de succinato: dicho consu1no 

es abatido cuando la actividad de GS se reduce, lo que dcni.uestra la ini.portante 

interacción existente entre el metabolismo de carbono y nitrógeno en Rhizobiurn 

(Encarnación et al, 1998}. 

R. etli tiene 3 os·s. La OSI codificada por el gen yin.A es estructural y 

cnzini.áticarnente similar a las GS"s de otros procariontes, se regula por 

adenilación reversible, es termocstable a 50 ºC y se sintetiza constitutivamente. 

En contraste, la GSII es diferente a las GS"s de procariontes y no está sujeta a 

regulación por aclenilación, se regula por la fuente de nitrógeno en el medio. se 

reprime en ni.cclios cuya fuente de nitrógeno es amonio o glutan1ina, y se activa 

TESIS Crv~~J 
FA.LU;. DE Of~:JEN 

., 



en 1ncdios con glutamato o nitrato; no se expresa en mutantes 11trA o 11trC; es 

tennolábil y está codificada por el gen gl1úl (Bravo & Mera, 1988; Espín et al, 

1994). La GSill esta codificada por el gen 9l11T, et cual no presenta similitud con 

el gen gl11A ni con gl11JI. 

La GOOAT cata.liza la transamiclación reductiva de la gluta1nina con el 2-

oxoglutarato para sintetizar dos moléculas de glutani.n.to.. Se reprime por 

glutamato y se inhibe por ácidos orgánicos .. Puede participar en la regulación 

del equilibrio de la gluta1nina y el glutamato (Bravo & .. Mora, 1988). En 

rnutantes GOGAT· de R. etU se evita el ciclaje de la glutanl.ina por esta via, lo 

que se traduce en un decrc1nento del contenido de amino-nitrógeno durante la 

fase exponencial de crccinl.iento de R. etli. asi conl.o durante la simbiosis 

(Castillo et al, 2000). 

La transanl.inasa de glutamina transfiere el grupo amino ele la glutanl.ina 

a un 2-oxoácido para sintetizar el correspondiente a.-anl.inoácido y 2-

oxoglutara1nato. Esta reacción es reversible, pero debidO a que se encuentra 

acoplada a una segunda reacción catalizada por la oo-amidasa, la cual utiliza 

como sustrato el 2-oxoglutaramato para formar 2-oxoglutarato y amonio, la vía 

opera en el sentido de utilización de la glutamina. Esta vía es importante para 

la sintcsis irreversible de glicina, alanina y otros aminoácidos, así como para 

111.antcner el balance entre los mismos (Durán &~Calderón, 1995). 

La mutante LM16 

En nuestro laboratorio se aisló y caracterizó una mutante de R. etli alterada en 

la utilización de la glutamina como fuente de carbono y nitrógeno, la LM16. 

Dicha mutante es incapaz de crecer en medio mínimo con glutamina como 

única fuente de carbono; presenta alteradas las concentraciones intracelulares 

de glutainina y gluta.xnato respecto a la cepa silvestre y ha perdido la actividad 

de glu ta.mi nasa ter1nolábil (actividad que representa cerca del SO a 90º/o de la 
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actividad total ele glutaminasa en la cepa silvestre). manteniendo una acth:idad 

residual y termocstable ele glutaminasa. En ba:se a la información anterior se 

determinó que R. etli tiene dos glutan1inasas que se diferencian por su 

terrnoestabilidacl y por su migración electroforética: una gluta111inasa 

termoestable (B). que es constitutiva. a diferencia de la glutanl.inasa tcrn1olábil 

(A) que es regulada positivamente por glutan1ina y negativamente por la fut. ... nte 

de carbono. A diferencia de la glutaminasa A. la glutaminasa B no juega un 

papel importante en la utilización de glutarnina como fuente de carbono. pero 

puede pnrticipar en mantener el balance de glutamina y glutan1ato (Durán &. 

Calderón. 1995; Durán et al. 1995; Durán et al, 1996). 

ª""'° 

1 
· t•ansle•asa$ 

pf'otelnaa 

~·-

\__ 
- -) ·~·m..u r T'ansarTMdación 

GLN: glutam1na, GLU: glutamato •.a: aminoácido GS: glutamino sintetasa 

NH:: amonio GDHb: gLut'C:lrnato deh1drogenasa b1osintét1ca 2-oxo•: 2-o"'Oglutal"ato 

GDHr-: atuiamato deh1drogenasa catabólica 2-0XOOM: 2-o"'oglularamato 

Fig. 2. Las via.s de síntesis y degradación de la glutamiu.a en R. eelf. 
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La actividad de glutaminasa A de R. etli varia en las diferentes fases de 

crccini.icnto y con diferentes fuentes de carbono y nitrógeno, encontrándose 

elevada durante la fase exponencial de crechniento, inclependientcni.ente ele la 

fuente ele nitrógeno y carbono utilizada para su crccianiento, 1nicntras que 

durante la fase estacionaria, la actividad de glutarninasa A baja en la ni.ayoria 

ele las condiciones de crechniento, e.xceptuando glutan1ina coni.o fuente de 

carbono y nitrógeno, y glutatnina-succinato (Fig. 3). 

La LM 16 recuperó su capacidad de crecer en glutamina con10 única 

fuente ele carbono y de nitrógeno ni.ccliante su con1plen1cntación con el cósni.ido 

pCD24 de un hanco gcnó1nico de R. etli construido en el vector pLAFR 1 por el 

Dr. Jorge Calderón. Dicho cósrnido contiene un frag1ncnto de 6 Kb de DNA en 

el que se encuentra el gen glsA, que codifica para la glutaminnsa A. El pCD24 

se subclonó y se obtuvo el pCD2. l. el cual contiene 2 Kb ele DNA donde se 

encuentra glsA y prc:-;umiblcn1cntc su región proni.otora, puesto que la 

actividad de gluta1ninasn de las cepas que contienen el pCD2. l se regula de 

manera sin1ilar a la actividad de la cepa. silvestre (Fig. 3) (Durán et al, 1996). 

300 l 

250 j 
! 

ci.. 200 i 

~J _ n 
~ UIUJll __ _ 

Amm -Succ Gin - Succ 

,~----1 

1 •LM16 1 

1 
OCE3pCD2.1 l 
OLM16pCD2.1 \ 

l_~ -~ -· -~----J 

Gin PV 

Fig. 3. Act:ividad de glut:amina.sa. de las cepas CE3, LM16 y ambas 

conteniendo el plá.smido pCD2. 1 en diCerentes medios. 
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El c:ic:laje de la. glutamina 

En E. coli. la posible existencia de un ciclo de síntesis y degradación 

simultánea de glutamina, con la participación de la OS y la glutarninasa B. fue 

estudiado por Stanlcy Prusiner (1973). quien propone que la OS y la 

glutaminasa B tienen mecanismos rcgulatorios recíprocos: mientras que ta OS 

se activa por ATP y se inhibe por AMP. Ja glutan1inasa B se activa por AMP y se 

inhibe con ATP. to que sugiere que no cpern un ciclo de degradación y síntesis 

de glutamina (Fig. 4). Sin embargo, dicha activación e inhibición de la 

glutaminasa B por AMP y ATP respectiva1nente, solo la encuentra utilizando 

concentraciones muy altas de estos nucleótidos de adcnina al evaluar Ja 

nctividad enzimática in uitro (por encima de 10 mM), que clificiln1cnt,.- se 

encuentran naturalmente. 

TCA 
c;yc;u, 

IUOSYNTHESIS 

Fig .. 4 .. Control reciproco 'de la, _GS y la glu~aminasa. B de E.. colt por 

nuclcótidos de adenia.a... (Tomado de. Clutaminases of Eschenºc}úa coli: Properties, 

Reb..-ula.tion and Evolution. S. Prusiner. 1973). 



En Neurospora crassa. se determinó la existencia de un ciclajc de 

glutamina. en el que la glutan1ina y el 2-oxoglutarato son convertidos n dos 

inoléculas de glutamato por la GOGAT; la glutamina tan1bién puede ser 

catabolizada a travé& de la vía de la transa1ninasa ele gluta111ina-ro-a1niclasa 

hasta 2-oxoglutarato y atnonio. los cuales son sustrato de la enzima glutatnato 

deshidrogenasa (GDH), que sintetiza glutani.ato; por último, el glutarnato 

producto de ambas vías puede ser convertido a glutamina por la GS. Durante 

esta serie de reacciones la glutan1ina es continuani.entc degradada y 

resintctizada, con gasto de ATP y poder reductor (Calderón &. Mora, 1985; 

Calderón et al, 1989). El estudio de las vías ele síntesis y degradación de la 

glutamina en N. crassa se completnentó con estudios de marcaje isotópico de la 

glutanl.ina y ani.onio utilizados como fuente de nitrógeno. en los que se 

dctcrn1inó la incorporación del 1aN en los diferentes cotnpucstos nitrogenados 

(glutamina en sus grupos ~unido y amino, glutatnato y an1onio. principalni.cnte) 

(Calderón et al, 1989). Se ha sugerido que la operación de este ciclo es 

necesaria para rné:lntencr una utilización continua de ATP que permita un 

efectivo flujo de carbono. necesario para el crecimiento de este 111icroorganis1110 

(Hernándcz &. Mora, 1986; Hernándcz et al, 1986; Mora. 1990). Es interesante 

ni.cncionar que en el ciclaje de la glutamina que ocurre en N. crnssa no se 

determinó la existencia de una glutan1inasa. Sin cn1bargo, con la secucnciación 

auton1ática de genon1as. se ha encontrado In secuencia de una probable 

glutéuninasa para este 1nicroorganisn10, la cual puede participar también en el 

ciclaje de la gluta1nina (NCBI homepage. http:/ / \V\V'\v.ncbi.nltn.nih.gov). 

En s. cerevisia.e se sugirió la posible existencia de un ciclo de síntesis y 

degradación continua de la glutan1ina en este microorganismo con la 

participación de la OS y la glutaminasa B, dicho ciclaje puede tener influencia 

en la relación de concentraciones de ATP/ADP intracelulares. lo que influye a 

su vez en el flujo glicolitico (Flores-Samaniego et al, 1993). 
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El ciclaje de la glut:a.mina en R. etli 

En R. ctli. las glutaminasas participan en un ciclo donde la glutan1ina es 

degradada por estas enzimas y sintetizada por Ja GS (Fig. 5): Cuando la 

bacteria crece en glutamina como fuente de carbono y nitrógeno excreta. altas 

cantidades de amonio en relación a su crecimiento en glutamina-succinél.to: ta 

glutarninasa A presenta una actividad similar en ambas condicione~. n1it."'ntrns 

que la actividad de OS es muy baja cuando la bacteria crece en glutan1ina con10 

fuente de carbono y nitrógeno, n1icntras que autnenta en gluta1nina-.succinnto. 

Al utilizar un inhibiclor de GS. cuando la bacteria crece en glutatnina

succinato, se observa que la excreción de amonio es varias veces nu1yor. lo que 

indicfl que el an1onio liberado de la degradación de la glutarninn por la 

glutan1inasa es nsin1ilndo por la GS, lo que da lugar a la operación del ciclo ele 

degradación y síntesis de la glutan1inn (Durún y Calderón, 1995). El patrón de 

actividad de la gluta111ina.sa A presenta correlación con In actividad de la GS 

durante el crecimiento, excepto cuando la bacteria crece en gluta111ina como 

fuente ele carbono y nitrógeno. En esta condición la actividad ele OS se 

encuentra muy baja. mientras que la actividad de glutan1inasa se encuentra 

n1uy elevada, por lo que el ciclaje de la glutamina opera a un nivel más bajo. 

permitiendo que la glutamina sea utilizada corno fuente ele carbono para el 

crecimiento. 

glutaminasa 

glutamina Glutamato + amonio 

~GS 
ATP + NADPH 

Fig. S. El c:ic:laje de la glut.amina en R. etlL 
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Estudios con tnarcaje isotópico de la glutamina [an1ido- 13NI y con nn1onio 

11:'N}, demostraron la existencia del ciclaje de la glutamina en R. etli y 

Sillorl1izobiur11 111eliloti (Encarnación et al, 1998). En n1edios con gluta111ina 

marcada. y succinato, se determinó la incorporación de In marca en diferentes 

metabolitos nitrogenados coma glutatnina (en sus grupos amielo y atnino)~ 

glutarnato, alanina y amonio, principaln1ente. Dicha incorporación del 1 ~1 N del 

grupo amido de la glutamina es posible solo si la degradación y rcsintcsis de la 

glutamina ocurren sitnultá.nenmente. Complementando los rc:-oultndos 

anteriores, se cletenninó la distribución de la marca radioactiva de 1·'N del 

a111onio cuando este se proporciona co1110 fuente de nitrógeno en 111cdios con 

succinato: el a1nonio tnarcado es incorporado en glutan1ato, nlanina y 

glutamina (tanto en su grupo an1ido como en el amino). 

Se han propuesto 1nuchas funciones para el ciclaje de la glutrunina en N. 

crassa, R. etli y S. 111eliloti: 

./ Contribuir a la transaminación irreversible de la gluta.mina . 

./ Con10 un nl.ecanismo de control rápido y eficiente de la concentración 

intracelular de la glutamina y de la velocidad de sintesis y degradación 

de los compuestos nitrogenados . 

./ Puede ser un mecanismo para tomar o liberar los esqueletos de carbono 

de los metabolitos nitrogenados, en función a la disponibilidad de 

fuentes de carbono . 

./ Para mantener un balance óptimo entre los compuestos nitrogenados . 

./ Para disipar energía. contribuir a un gasto de ATP y poder reductor, que 

permita una oxidación óptima de carbono en el ciclo de Krebs y con ello 

generar más energía. 

(Calderón et al, 1989; Calderón & Mora, 1985; Mora, 1990; Encarnación et al, 

1998). 

Tcmpest y Neijssel (1987) han propuesto que los ciclos fútiles pueden 

funcionar corno reacciones que disipan energía en condiciones en las que los 

procesos biosintéticos están limitados debido a una restricción de nutrientes 
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esenciales diferentes a la fuente de. energía. La pérdida de energía puede· tener 

sentido en t;i,nto que permita a los microorg~nismos mantener sus pro\.·esos 

1nctabólicos a niveles basales y ·listos para incre1nentar su actividad cuando se 

requiera. 

El ciclaje de la glutamina en R. etli es un modelo de regulación n:1etabólica 

muy atractivo parece ser un punto de interacción entre el 1netabolisn1n del 

carbono y del nitrógeno (Poole &. Alla\vay, 2000}, por lo que nos intt•resó 

conocer los mecanismos que regulan la actividad enzimática ele la gluta111inasa 

A durante el misn10. 

JUSTIFICACIÓN 

LH interacción del rnetabolistno nitrogenado con el n1etabolisn10 del 

carbono es evidente en la operación del ciclaje de la glutamina en R. etli, el cual 

puede ser un n1ccanisn10 que influya en los niveles energéticos ele la célula. en 

la distribución de los compuestos nitrogenados, en derivar fuentes alternativas 

de carbono hacia el ciclo de Krebs, o como un mecanismo muy eficiente para 

pcnnitir que la bacteria se adapte a cambios rápidos de las condiciones 

nutricionales~ aún a expensas de un gasto importante de energía. La función de 

las glutan1inasas durante la operación del ciclaje puede ser un punto de 

control. por lo que se torna necesario conocer los mecanisn1os regulatorios ele 

éstas enzimas. Estos mecanisn1os pueden manifestarse a diferentes ni\·eles, 

tanto en sus niveles de e..xpresión genética, como a nivel de modulación de su 

actividnd enzimática por regulación posttraduccional. 
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OBJETIVO 

El objetivo general del presente proyecto de investigación consistió en 

dctcrrninn.r los ni.ccanis1nos rcgulatorios que operan sobre la gluta1ninasa A de 

R. etli y en detcrn1inar su papel en la interacción entre el metabolisn10 del 

carbono Y del nitrógeno. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

;:::] Dctcrn1inar conl.O se regula la expresión del gen glsA de R. etli. 

:LJ Dcterininar los 1necanisn1os que n1odulan la actividad enzimática de la 

glutatninasa A. 

~ Proponer una función al ciclaje ele la glutamina en base a la 

participación de la gluta1ninasa A y al conocimiento de sus 

1necanisn1os ele regulación. 
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PLAN DE TRABAJO 

El proyecto ele investigación se dividió en dos vertientes para su 

desarrollo y cuni.plimiento de los objetivos planteados: 

Con10 prirncra linea de investigación. la cual llamaren"los la parte 

molecular del proyecto, nos dimos a la taren de analizar la secuencia clt."1 gen 

glsA. que codifica para la gluta1ninasa A de R. etli y su caracterización. 

La caracterización molecular del gen glsA y su clonación en difcrt."ntes 

vehículos de expresión nos perrnitió cumplir las siguientes n1cta.s parciales: 

Sobrccx.prcsión ele la glutarninasa A para su posterior Pllrit1cación, 

ca1 acterización bioquin1ica y enzirnfltica. 

Construcción de una fusión transcripcional entre la región prornotora del 

gen glsA y el cassette uic1A2-nnd (del plásrnido pWMS). que contiene el gen que 

codifica para la p-glucuronidasa (GUS). La construcción nos pcrn1itió evaluar 

los niveles de expresión del gen glsA. 

Con10 segunda linea de investigación, la cual llarnaren1os la parte 

fisiológica del proyecto, llevarnos a cnbo una evaluación de la influencia de ta 

actividad enzimática de glutani.inasa A en diferentes condiciones de 

crccini.icnto. 

Llevamos a cabo la expresión controlada del gen g/sA bajo diferentes 

condiciones metabólicas, a fin ele evaluar el ciclaje de la glutan1ina i11 ui1..10. 

Dichas evaluaciones consistieron en detertninar si el ciclajc de la 

glutamina influye en el crecin1iento de tas bacterias crecidas en diferentes 

condiciones nutricionalcs con la expresión norn1al, sobreexpresión y falta ele 

expresión de la glutarninasa A. Asimismo, se evaluó la velocidad de creciiniento 

Y el rendimiento respecto a la cantidad de fuente ele carbono utilizada y ta 

cantidad ele biornasa producida. 
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RESULTADOS 

De la pnrtc 1nolccular del proyecto de investigación. se obtuvieron los 

rcsultndos que se publicaron en los siguientes arti<?ulos: 

Jorge Calderón. Alejandro Huerta-Saquero, Oisela 'ou Pont, Socorro 

Durán. ( 1999). Scqucnce and molecular analysis oí the R. etli ylsA gene. 

cncocling a thcrn"Iolabile glutaminase. BiocJri111ica et Biopltysicn Acta 1444: 451-

456. 

A. Huert:a-Saquero, J. Calderón, R. Arreguin, A. Calderón-Flores, and S. 

Duran. (2001). Overcxpression and P~rification of Rhizobiu71l etli Glutan1inase A 

by Rccon1binant and Convcntional Procedures. Proteitt E..'<J>r:cssion a11d 

.Purificntion 21: 432-437. 

Los resultados obtenidos de la. parte fisiológica del proyecto,. se._ han 

co1npilaclo y presentado en el manuscrito que ha sido sometido· a. la revista 

Bioclrimica et Bioplrysica Acta para su publicación: 

Huerta-Saquero, A., Calderón-Flores, A., Diaz-Villaseñor,. A. ancl S. 

Durán. (2003). Regulado.~ of Rhizobiurn ctli glutarninase A. Imi)lications to 

glutan1ine-cycling regulation .. Bioclti111ica et Biopltysica Acta .. 
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1;11n111;1!>C' h;I\"" het.•n reponed for 1~·.,c-lwrtc/11,1 , . .,¡, 151 
.1nd u.1ctlh" ,,.,,,.,,,,,.,,,"~ l<•J: the:--..: e,;111 he diffcrcn1i
.11 .. ·.1 l:iy thCll" rc!!ula1u111 ;ual pi 1 ,1p11n1111n. S<1n·/",, . .,_ 
'"'Te'' n•n•n•t•'" .abo ha .. l\\o !,!lu1;:11ninasc:. that can 
hC' di .. 11111.:u1 .. 1t .. ·d h\" 1h.:i1 1hcrn10 .. tah1ht\". cC'lluh.r lo
t.·a1i1u1. p-11 <lpt11nt~rn illld p~nl\011 .. • .. en~1tivity 17J. In 
111an11naha11. thcre are abo ""' µh11a1nin;1 .. e!> Clhcr
t;. pc .111d h1d1w;.-1~pc1 th:11 .. ·an he d1ll"cren11atcd hy 
thcir ~iJ'e. cdlul.1r h1.:al1<•n. h1t•d1en1i<.·al hchavil1r, i1n-
111111H• .. ·hC"1nio..-al .. ·n1:. .. -r .. -.11.·11\ 1ty and 1· .. ·~11J;111un (4.l"J. 

Glutan1111;1 .... · .. h.1\·c h .. ·o..·n ch,11"<1<.:1<.:l'IJ'•'" :11 lite hi11-
..:hc111ieal )c\C'I: IH1\\e\CL ¡...,, I!'> hlhl\\ll ah•Hll thc 
1110..•o..•hani!>lll<o lll'•"'h.:d 111 1h.:011 1..:t.?ul.1111•11 ;11 thC' llhl
ko..·ular k\"c). The •1111~ puhl1,J1cd ~Ju1am111;1..c !'>Cqucn
.._.c!> ;11c thl!' i...1.tn..:)-lypl!' ¡s.•1¡ .1nd 11, .. ·r-l)p.: 141 d.:o
duccd fro1n .. ·!):".·\. B.1 .. l!'d •111 1he1r !'>llllÍl<lfll\" lo 
thl!'!>C' glu1a111111.1-.c ... 1h .. · <.:<•d111!! ,.. .. ·qt1C't1t.·c:. ,,1 th.; hy-

OJl·- • ..¡7._l 1"·1/~ '···· ''"º~ 111.1lh'I • l't<l•I l'uhh~h~·.i h~ l.J .... •\1•·1 ~·1 .. ·1i..~· 11 \' ,\11 ngln• rt"-..:CI\~·,\ 
1'11 ... 11 1 f - • ..¡ ~ .. i ..... 1 ••• , 11.:". ~ 
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J. Cald .. ,.¡.,, L-1 al. l Hforliimfrw c•I llit>pliy.,.;ic.1 Anc1 ,.,.,., ( IV9Q) 4.'f./-J.'ft'J 

pothctical H. c·oli. JJ"nl/,H ... u/.t1hs and L't1<'11,.r/1ahd1t1.\ 
··h·gau ... ghnamina!->cS havc hc.:n id.:ntiticJ [ 1 ll 1 :!J. 

R/11:,./1111111 •·th ha.;;. ,,,.._.., !!lut;.11n1na"c~ which c;.111 he 
diffcrcntiatcd hy rc!!ulation. thcnno .. tah1hty and ch.·<..·
truphorct1 ... · 1nub1Ii1:-. Tln: p.h11,11111n;.1~.: thcnn•..,l.1hilc ¡,,, th.11 ¡,., Jl••-.ttl\cl:- rcp.ulah:d h:o glut¡un111 ... · .• tnd 
llL'f!ali\cl:- l'"-'P.U\,11 ... ·d h:o .1111nh•111111n and h:- thc •. .-ar
h<Hl .... •ur..-L' •• 111d thL" p.lut.1111111.1..,L" th.:1111\1,.,tahh.· 1B1 
that ¡,., '"-·••ll .. tllUll\L" (l.~J: tia:-....- t,!lutanlina ... c,., p.1n1c1-
p.1tc 111 ;1 c:-dc , .. ·hcrc ¡,:lut.u11111c 1,., ,.,ynthL·~i.1.:d and 
d.:gr;.tLkd al thc c'pcn .. '"-· nf :'TI' 114.15]. Gh11an11na,.,c 
:\. play-. a c.1tah.._-.1i.._· 1olc 111 th.: dcgr;uJ;ition uf glut.a-
1111nc hl c.11 hon :-.\...'"-"kh•n,., .111..t 111a1nt;.1111ing lhc hal
.111..:c hcl\\Cl..'11 gluta1na1.._• .tnd p.lut;uninc. thc u1Ji\cr,.,,tl 
111trup....-11 dnn•H·,., ••f thc ... -...-11 ( l .lij. l lcr<.." \\C rcp••rt thc 
11t1clc••thk -..:qu.:n ... ·c uf t!H.." c/..-1 g.:nc cn<..-1..H.ting }!luta-
IHll\a ..... • :\ lll N ··rlt. 

\\'.: pn."\hHl-.1!' 1,.,01a11 .. ·d .t l'lNA fta}!lllCllt •• r9.I \...h 
cr<-"1)241111 pl .. ·"\l.RI cu .. nud h~ ..:01npkn1cntath•11 uf 
1h ... • R. ••t/1 L'.\1 lh 1nut.int th;1t 1.1..:k:-. thc glutanuna-.c 
A .. .._·11\"11) 1 lt>) Th...- pl. "l"l24 C•l-.nuJ "ª"' partially cut 
\\llh //111.tlll 10.:-.tn ... ·th•ll cnt.h•nuck.1,.,c anda ,.,uhclonc 
\\;.l .. ¡ .. ,.1.11'"-·d \\ 11h .1 2.1 kh 1)1'1"\ 11"~1g1ncnt (natncd 
pCD2. JI_ Th..- p<-'D2. I ... -.. ,~1nid w.01:. introdtu:..-d by 
.._-.•11ju¡!.1ll••l1 llllP L'.\11<• 1nuta111. \11.·ild-typc R •·tb 
(. ~FN42 and 111 .... ·111orl11= .. 1>111111 1.1t·/J/01i 10:!1 str;iin,.,_ 

Rc,.,ults ind1catl! that th.: LM ((\ n1utant harh .. ,rin}! 
thc pCl::>:!. I cu .. 1111d w;1~ ahl.: tn gro\\ un glutan1inc as 
thc !->ol..- nitrtlp:.:n ;111d ... -a1·hnn .. our.:c h.l.11:1 IHll !'-lh•\11.'n) 

¡ind ¡!luta111ina,.,c '' ;.1.:t1\"ll!' \\:t!<o 1·c:.tor..-d and rc}!.t1-
l.1tcd in thL· :-.;.1111.: "·'~ a .. 111 tho.: w1ld-typo.: ,.,11·ain 

l·1v. In Mlu !-!lt11.111un.• ...... • .. 1 ... ·11\11\ "''·•tlllllV. 111 n.oll\C ~d .. R 
•·tl1 "1hl·l~1"'<-' .. Ir.un u11IH>11I •'I •'>lh h..,,,1111¡.': 41 .. 111.., .. A .uul I·. ,._,_ 
.. ¡-.... .... -\1\d~I L~tlh 111u1.uu tl.11w 11¡ Ll\llf• 111ut.1111h.orhnnn¡.<:1hc 
p<."D:! 1 ...... 1111.! tl.111<.· <.'1 .... ,.,,.¡,¡,.,. 10.::1 "11.l-l)pc ... 11.011 "uh

""' ur "'th ti ... ·.u1nv. tl.uw-. ¡-, .. tn•I <i. n ...... ,...,.,11\d:-OI S '""'''"'' 
11.uh.•nn}! 11 .... p<.'1>.:: 1 .:t1~uu.t \•1lhu111 '" "11h lwatUl}! 1l.1nc .. E 

~~:~".!'¡,,.-~: .. '.:~·1~~.:·:~ 111111~~,h~-.. L~~.1.:;::.h " ..... ., .. 11 ..... ,.,.i lrt1111 , . ..,11 
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J C.1l,/,•11i11 •·I <1l lllw•·/11,,m·,1 f!'I Hwpli1·.un1 .·lc"W /-1-lol (/IJIJY) -1.'i/--l~r. 

( Fi!:!. 1 ). R. t•lli harhoring thc pCD2. I cosmid sho\\'Cd 
highl.!'r glutumina:;oo.!' A acti'\'ity. which was nornmlly 
rc!:!ul.1tc1.t und S. n1«hloti h01rboring thc pCD2. I cos
mi"I c~hibits Jiigh..:r glut:.unina~c uctivity ldatu 1101 
~lhl\\ll). Thc~c rc~ult~ lc1.l u~ to concludc thut thc 
.:?..1 kh DNA frag.n1ent cont¡dncd the complete gene 
..:ncuding tho.!' R. •. ,¡, glut;:1n1ina~I.!' A. 

T,, ('lht;.1in llll"Jr ... - c\·idencc for the presencc of this 
gc!'nc. \\'C pl.!'rfonncd in situ .Jetection 1."Jf glutaminase 
act1\ity in p1.ll);i"-·ryla111idc mttivc geb of thc Ll\116 
111ut.111t ;.111d :•> n1<·lt/011 wil1.l-typc !<>lr;:ti11 with or with
nut pCD.:?..1 1.·•hn11d and with tll" without he:.1ting. The 
L;\.1lt" n1urnn1 ha1h1.1rinp. the pCD.:?..I cnstnid c~tracts 
rc..:•l\l."11.•d thc h.1nd th;1t 1nigra1c~ .as R. 1•1/i glutami
n.t.,c /\ ( Fip. . .:?.. Lin..: CI ..... ;. 111.-lilofl wih.1-typc ~train 
'-''tr,1.::1~ ~llll\\Cd ,1111) ,1111.• hand lhat 1111gratcd slo\\cr 
th.111 R •. ,¡, p.lu1an11na~c /\ e F1g . .:?.. lan..: [)). and in 

hurboring. the pCD:?..1 cosmid. scvcral b:.mds \\:ere 
detccted: oni: nf thcm mig.r:.1tcd to thc same position 
as S. 111c.•liloti wild-typc glutaminasc. anothcr mi
gnllcd to the saine position as R. etli glut:.uninasc 
A anJ threc hands mignned bctwecn them ( Fig . .2 • 
lanc E>. Thc!»e h;111ds C•ln be cxph1incd by thc forma
tion of hybrid tiligomcrs of thcse enzymcs. which 
havc becn found to he tctr:.1mcrs in E. coli (5). In 
hcatcd cxtraci.s nf S. mcliloti hoirboring thc pCD.::!.1 
cosmid. thc h;.111d that migratc<l to the saine position 
us R. ,.,¡¡ g.Jutanüna!'>c A .Jisappe;ircd (Fig. 2. lanc JU 
likc tholl in hca1..:d cxtracts of R. ,.,¡¡ wild-type stnün 
(Fig. :!. lane Fl. Finding thc hand in _..,._ mdiloli har
bnring thc pCD:!.1 cnsmi.J th;1t migratcd as <loes thc 
R. 1•tlt glut;iminasc A hand. in addition to being 
thcr111olahilc. i11dic<1tc~ that wc cloncd thc ~tructural 
gene that cod1.·~ for U. t"t/J p.lut:.11nin•1sc A. 

lu.•,11cd c:...tr.t..:l~ th1 ... h;111d C1."lnl1nucd to tic dctcctahlc 
hut \":a ... 1.: ... ~ 1111cn ... 1.• ( Fig. . .:?.. L.1nc G). In S nwlllot1 

·1·1ic nuck11tid .. • .111d dcdu .. :cd an1ino a .. ·id sc4ucnl.-C 
or th1.· R. t•th i:l.\.·I gc11c. Cllúlding a !,!.IUtatninase A is 

TA.AGA.~~CACCAGGCGTTTTCGC7":"ATGG;...:..AAGCCJCTC7T-:- ~~<;~'2GGCTTTTTTGTT 
; .. 77..::;.:;::;;\GA.GA.AGCGATOr.cc.c:...T-:-TGCAG(;CGi.CCC7CG1 • ..:::.t.. -;..:::.'-.TCTi.CACCGATATC 

---- M;..P1...QAT:...:' lYTt)! 
CTGCCGCGCATCGGCGAGGGCAAGGTCGCCGACTA7AT;.cccc.t..GCTCGCCAAGATCGAT 

l. f' X l G E G Y. \.' f-. ;:l ·¡ : f' f: L A K I D 
CCGCGGCAGTTCGGCATGGCGA.':"CGTCACCGTCG;,cGGCCA::OG7'.:-7T7CGGG7CGGCGA7 
¡•;:;.Qf"GMA!'.!T'.':>G<;·.-r .. vr;:i 

Gl.'Cl•A7ATl.:GCCTTT7CGATCCAGAGCATA7Cc,·.;.GGTC7:-::,;..-:-~c-:;i:-,;.rc-:·-:z;c.ccc-:-..:: 
,-,:":;.~-~I'::::; r·'."~ -7LAL 

GG..::- ;._t._·.; ::::;Tcc.c.c ..-:;,;:::, ;(;;,c-:-G7 r.r;;..;,r.c r;c;,;-:;c r,·:,Gr<•cr;;,:-:::: ~- -, -:- 2'"; -;';ATCGl"1.Cc-;--:; e 
0 . ..: \º G E G t. ;-: ~: ? '." r; 1- ::'- .-. S 7 .-

A.; 7"! ~- _;;.. 7 CG7C CAGCT ~-,_;¡...;..:::;,e ,_;;,,_;;,r.;c<•'.·~· A,, cc7r· : : ·'"-"-:;.::-:::-.:-:--:·e;..' CA.A7GC c 
:. :!' "l \." ·;: :.. i . ·'· 

GG..:::;_-_:;-:;c(...;cr,-;;c;..'.-c';;v.:<;:-cr_.-; CA";"C«•. ,,,,,::,-;,,,...,-;: .-::-.;: ;,;:,,,-.-::-.GC(•ATCG'jC 
G ; l ;, ·: T ~ ·: ~- A ; G 

._-.,-.t. • .:--: .":7t"•cr.77TCG7<.•C'~s-:-;,-; :..:·:--.: .. ,., .:._·c.;,,-,:¡,c;-:;,- ::,:- .:;;:,::.T-:-c:.cc;.;,c;..;..;.. 
E :... :.. ;; r ..- ;; ·, :... ;-. :· t• t: : :- J n :i i-; 

G7GG::: ;::.:: ~TTCCGAAAcr;c.,·,-~;,c:::::; ... •_;,·, T ,._,_.,- .,;:,-..,-• .::. ::;-:- cr.c .t.. ,-7-: :•-..:: c;..;.-:--:-7CA 7GCGC 
V ·'- ;.:;. ~ ~ "1 • 7 '; "i" ;.. .'l •.• l-. ;. ,-, :; F :-1 Ft 

G:;: CT.-.. -:-..::: '....'C;..; .. TC7CG,·,cc ;, •·:-: c-r_;7c' ;;, ,,- :,e;:. ;7-;c-7CG .-. ~- : -: ::-: ;.. 7':'7C e-;'\TC ,'\A; GC 
,.,. ;:;.:~L--~Hr ·.·[1i;·:t. ···r-HQC 

CoCG.::7 .- ~,.:-~ATGASC-7r.cc;;,-;.:A~77'-'·~·, ·;, .·;,~;~-;·';'-:L;77·.7 7::: ·7 ~.'.OC::GGCGCt.;GG'..iC 
;,:...'•M3c.;E·_:_;,;,;,t_.:_. :..;-.ARG 

AG.::.=..; 7.: e GA7GAC C'J'jTCA :--:-:.. e:.-::;-;- G'-~7C7 :r;,-cr;;,J-..(;:::- :. :: . : ~: '.;:';"JCG°T ,'\ TCA.A7GCG 
::5 ~; F M 7 G H :> '.' ••• I' 1-: ;.. 11 A 

CTG.'·7 ·::.·7Gr.c-:::-:-r:ci:;•-;c-c;,77:,;·r~.'.c-r;< ;e·;;, ··.·;,;c•;,· .. -777 ·. - ;:7;,-;c;.TGTCGG7(""-:"G 
t. 7 O: r; H : ..-. -: r. :• ¡ "( H '.' '> :.. 

c.::.::: -::..-: ::.:....;-:;; .. -:;,r;-::c'•TCG"'cr~-;::::-:::.~.'";..T-:-777~•.-:;,1;-;-;,r;c-: _ - ::::-::c;,7-:-c.cc"1""cGA7C 
1 r; 'i ~· ! F ;, . -:; l A 5 ! 

~•c{•'.'7 ::-:- ~-:c-:-c-GCC'.;'_:;~t:;c7•; :..;,e ;...;,c;r_;T e'....·-:;::- ;..;,":"TCGCA ·: :-77 S'>-:".>c CGTGGCGc77 
A '. ;.; S P .• l. :; ¡..• "J ;'.' tl S ';'. L •_:; A V A l. 

G,.-.. c.;, 7'....' --TTGCG'JCC ;;c1. A.ce e;•.::-:- GGTc~;(;-:;;-rTcr.GcG;, 7 :- _;_:..GG2TGTGTTGCCG":" A 
~ :: !. ,'\ !. I" T G. -.,; 8 • F '• : " 

7G,· .... ::-7 :---TG CT i..A.Go:-;-:;;..•;r,c-.t.. -;;.. -:- CTTCG.". 7 .;r.r.;.cc;r.;.. -. :: :._,_ 7 ---:;.,.;.,.-;- : .. 7CGC;-.GCCAA 
c;..-r.- -:,-7:-:;..-;-t;;..7ccr;c;;1..-·,;.c7-:;~,, -;;,cr.-:.~,;;,cr.;.cr;•;Tr:::::; .:;-:c.:::GGCACTO.::TT7G.:: 

1'1~ .\ The nud<>u11~t~· .an.I .t .. •Ju.;.-.1 .11111110 .. .:1J -..:quc11.;c-. .,¡ thl! R ··rlt 1:1 .. 1 t!t:n.: Tlw 1r.an-.l .. 11u11 11111l.1ll••n ..:oJon t l\"íGl 1" in b(>IJ 
l~f'<' .. nJ lhc -.tur ~··••t-'n t l'-IA1 , ... k .. 1~11.11cJ h) .. n ;: .. kn,l.,. Thc p111.1h\c nhu .. orne h1nJ1n);? '111! , .. Jl!M~li.tll!J h) unJcrhnu1~. Thc nu
.;koto.h.• -...·quL•n•·c uf 1h.· .:.l•.I t-!<-"11•" h.1• ~·en JL•pu-.llL·•t "llh C11.·11U.1n._ u1i.h-r 1he ;u:.;..-,.._1.>11 nn Al"1t"i71SI' 
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F1i,t. -l. A1nmu a.:1J --quen .. "C uhgnincnt of R.. rtli i;lutanuna...: A Wllh other wilh p:lm,1111111.1...::1. ~quen .. "C§: R. •·tli. R. rtl; glut;11ninaM? 
A; ,.:_ ,.,,¡, 1 nnJ 2. tu,, h>T•Olhetieal ¡;lu1uminuse5 from E.,.,¡;; H .iu1M 1 unJ 2, '"º h>1"'-uhc1i.:;1I slull1mina!l.C'!> from H .iml>t1llJ>: li\·er. 
h"cr-1n...: i,tlu1;.11nin.1...:; '-1JnC)'o k1Jnc)·-1ypc glu1:1.m1nase; C. El••Jt 1 unJ 2. two ru1ath· .. • l!luto1ntinu...:s of C. ··l••J:m1.•. IJentical 11mi1ul 
ou.:1J,. .are 1>ht.l\l.n in c.irit•ll and holJfuce tyre. The pulaU\·e active 1.11c ii; undcTlmeJ. 

shown in Fig. 3. Thc open n:ading frnme was idcn
tilicd by comp;iri!'on with publishcd glutarnimtse sc
quem:l!"s. Locatcd 11 nuclcotidcs upstl"cam fron1 thc 
initiation codon. thcrc is a M:qucnce similar to ;.1 ri
hosome-hinding Mtc. Thc dcduccd amino :.tcid ~c
qucnce con~i~t~ '-''f 309 rc~iducs. with a cotlculatcd 
1nokculat rna:.!'> ,.,f 33 l,.[)a. 

\\'e c..:'l111p<11"cd thc dcducc1..I an1ino :.1cid sequencc of 
thc g/.\A gene with prcviou!'>ly puhfo,hcd glutamin;isc 
~cqucncc~. Rc~ult!' ~IHl\\Cd that thc R. c•t/i glut;.nni
no.t!'C A ~hare1..l :;;·· ,. ;.ind 4.~·~ .. idcntity \\"ith l\\"l'I hypo-

: ::~(;~,-~'~:u~~~'.'.'';~;~~~ l il;;·. ~~ i l ;~ ·'~\ ... ~:;~,~~~l l ~\~ t~\~ :~ 
no.i~c: ..i1·: .. ;.ind -iu· .. 1dcnt1ty \\lth hypothctical gluta-
1n1na:.c~ of /J .. H1h11/i,; an1..l 41'~ .. and 37·~~. idcntity 
with l\\ll plllilll\.._• glut.UllÍUa:.C!'> 1..lf C t'h'.t.:.Clll.\ (dal0.1 
not ~ho\\"ll l. Th ... · H. ,.,¡, gluto.1111inase A b mo~t ~imil;.1t 
to onc of thc h;- pt.1thcti1..·;&1 ¡:; coli glutarnina~c ~c-

4uc1i..:c~ ( Fig. -l. J: , . .,¡¡ 11; tl11~ ~cyucncc could he 
tlu: glut;.11111na~c .-\ ,1f /;-. c·o/1. n ... ,th cn.r.yn1c~ ;.ne rcgu
l.1tcd. 

\\'e 1..•,;unincd th .. • 11111..: glu1.111111t.1!'c arnino aciJ !'><.!"-
1..¡ucn1,;1,.•, lt.1 dctcn11111c ._-.111 ... 1..•n,c1..l 1..·t.llt!'Cll~U!'> :.c4ucn1..·c~. 

Thc glut.lnt111;1 .. c --1..·quc111..·1..•, ;.1\1g111..•d in 1.-il!. 4 ha\"C 54 
olllllihl .1c1d' lhitl .111..• 1.."•>ll!'Cl\.._•d 111 thc ninc ~Cl..jUC1t1..·c~. 
l"h1..• d.1t;.1 al'" r1..•\1,.'.1l th.11 11111..•1..· an11110 acilb are Cllll

-.cf\Cd onl;- 111 pr .. •J....11;- .. nc,.. \1..l11lc -lS ¡11111110 01C1d:. an: 
..: .. 111-.0.:r\cd 111 cuJ....11;-••t1..· .... \\"e ¡._,..,J...c1..I for a cn1t-.Cl"\Cd 
.. -.. ,11-.cn'u!' .. c4u1..•1t..: ... · lh.tl 1..·01 r1..·!'p .. 1nd~ to thc gluta
mmc h1n.J111g ~11 .. · t l'\'Fc;tcLGI IQL) prc\iou!'>ly 
found 111 thc glut.1111111.1,.1..• lh1111.1111 nf antidutran:.fcr
ª"':" (9). \\"e dtd lhll lind 1 h1' .. cquc1u::c. Th1-. rc .. ult 
'Ul!l!<.'""I' th.1l gh11.11t1111.1-.1..'!' ;1nd .11n1dotr011t!'l"cr;1..,c~ d1d 
lll•I 1.."\<>l\C fr,•111 .1 ... ·.•nlnh•lt .111..:1..•-.tor. \\'e aJ..o O:lllll· 
p.ircJ H. ··t/J }!h1t.tn1111;1!'c /\. !' ... ·"-tucn1..-c \\"Ílh glutanil-
11.1-. ... • .1 ... p;1r;ig1n.i-.1..· ,,f P .. cud,•111 ... •11;1!' 7A 1171 :11uJ \\"C 
f<Htnd ;1 putall\1.." actJ\'C .. uc in thc ~L·qucncc 

SGDFAYll\'<.ILPGKS<.l\'GGGI IFig. 41. 
Tite g/,_.r !!<."lh: 1 .. ·p1.: .. c11t:. thc lil"!'l gluH11nin:l!'c gen..: 

..:: .. 111cd .111d !'>cqu1..·n .. ·cd 111 prok;1r;-01cs. ·rhb ~qucncc 
i-. intp•lrt.1nt tn l•1d..:r lo ~tud~ thc 1"egulati ... 'Jf1 at n10-
J.:..:ul.1r lc\cl o! th1.• ~1111.:unin.;1 ..... ~:--. 
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Overexpression and. Purification of Rhizobium etli 
Glutaminase A by Recombinant and Conventional 
Procedures 

A Comparativa Study of Enzymatic Properties 

A. Hucrt.n-Snquero."' J. Cnldcrón,•·1 R. Arrcguín.t A. Calderón-Flores,• nnd S. Durán• 
•/1lt!1tituto df! lnv...~ti¡:acioru:11 Bio111c.ldica11 nnd tlnstituto de Quimica, Univeraidad Nacional Autónoma de Albrico. 
,Apartado Pmlla/ 70228. C.J~ D-1510, /l.léxico, D.F.. Ir.léxico 

J(.._..:-~i"·~..t Octnhcr 3. :.?ClOO. und in n_.,.¡...._...i fonn o.._..-cmber 11. 2000 

llhi~ut1iun• rrli .:tut,unlnu~ A wnH puririL-d to hon10-
t:••nelty by con,•entionul ¡>roct.~durcH th11t lncludcd 
.01n1monium NUlful.c diífcrc.-ntlul preclpitntlon, lon
t-•xchnnJ:C"'-' chrun1utot.rrn11hy, hydrophoblc lntcruction 
ch.rumuto1.-r1111hy, f.!Cl riltrutinn. nnd dye-li¡::and chrom••
toa.:ruphy. Allcrnuc.iv<>ly, thc Ntructurnl ¡:la.A gene thut 
codinc" fur R:lutuminnM•! A""'""" •un1>lified by PCll und 
cluno.•d In thl' o.•x:pr..•Nf<iion vo.•ctor J>"l'rcllito. Th<" rccon1bi• 
nnnt protein ..,..u,. purifit.•d to hon1oi;::eneity hy nffinity 
chrumntoi.rrnph,_·. Thif<i J>rol••in ti.ho"•._.d the Numc kint•tic 
pru¡u•rti•""' llN nuti,·o.• R:lutu1ninn_. A <K- for a.::lutuntine 
of 1.5 nt!\1 und \",.. •• uf HO ,tsmul ammonium min-t 111,: 

prntt.•in- 1 ). l'hy,..icocln•111ic._•ul nnd hiochen1icul J>r..JfJt.•r
tit.•,. uf nuti'\·e 11.nd ro.•con1hinunt R:lut11minnti.e "·ere iden• 
ticnl. ,.ht• muh•t.•ulur 11111 ... ,.. uf r.._•cumhinnnt a.::lutumin111..,.! 
.A (.\l~ 1 OG.H kl>u) nnd tht• n1oleculur mtU•N oftho.• ffUbunitN 
l.\f~ !?6.tt kUnl '"'º••r..• t.•t.tin1nt.._•d by mUl'>N "l>t.•ctrumt•try. 
Th.__.,.. •• r•• ... ultJoO ti.Ua.tJ.!t."""' thut. /l: • .-tti a.::lutuminu,.e A iH com• 
fHl,..t.•d uffour ido.•nt.icul MuhunitJoO. Tho.• hi¡::h-levcl pruduc
tion ur r••eomhinunt ¡;::lutuminUHt." A cte ... ·nto.•,.. the 
JHlf<i,.ihiliti••!Oi for do.•tenninution of it.H thn•e.dimcn1odonul 
,;.tructurt..• thruua.::h X·ruy cryi.;tullo,:ruphy. 

GlutnrninaKt.•K ( EC :1.5.1.2} cnt.alyzc t.he hydrolyt.ic dc
nmidation ofL-g-lut.nrninl! rcsulting in thc production of 
t.·glutnrnnte nnd nn11noniu111. Glutnminnscs hnvc bceu 
detccted in sevt.>rnl microor¡::nnisrns: In J.;scherichia coli 

'In nu·muri:om. 

( 1-5), Bacillrui subtilis (G). IJ. /iclw11iformi.'f (7). Sac· 
c/iaron1ycc.•s cerr!visiac (8), Ps.:1ldouro11a:1 a1!rugi11o:sa (9), 

.Alicrococcu."11 lutt•us (10).Aspc.•r¡.:i//us sojac < 1 U,A. oryzac 
(12), C/ostridium wdcliii ( 13),/lhizobium lllpini { 14), /l. 
o.•tli (15-17>.Shinorhizobium mdiloti ( 17>. Cryptococrus 
a/bidus (18), P:,wudornona.<J fluort!scc._•ns, Vibrio chulcrae. 
nnd V. costicola ( 19). Rccently. ovc._•rexprt.>ssion nnd puri
ficntion ofsnlt·t.olerant glut.anliruu.;.o.• frorn /if. lutc.•us hnM 
bt.•c._•n reportcd l:.?Ol. 

U. c._•lli est.nblishcs nitrogt•n-lixing syrnhiusiM with 
1~1u1 ... ._•olu."l L'til~aris lh1•un). /l. 1•tli has t"ºº glut..arninnKes 
that. difTt.>r in tht.'rrnost.nbility. t•lt•ctrophoretic 111obility. 
and rt.>gulntion 117 l: u th._•r1nolabih~ glut.n1ninuse A, 
·which is po .. itivdy ro.•gulntt.>d by glut.anline and neg-a. 
tivt.•ly rCJ.."Ulntt.·d by t.lu .. • carbon sourcP; an<l n constitutivc 
und thcrrnust.nble glut.:uninast.• B. Glutnrninnsc A plnys 
n cat..abulic rol._• in the dt.•gradat.ion uf glulnn1int.> to cur
bon skt.>letons and to rnaintnin thc uptirnal balunce be
twcen glut.nmine nnd glutamutt.• (lfi. 17). U. 1•tli gl.o;A 
gt?nc cnco<linJ.! glut.nn1inast.• A has ll(_•t_•n cloneod und se
quenccd (21). 

Glut.arni1u1~0.· A participatl"K in un ATP-conMun1ing 
cyclt.> whcru J.!lUli.11nino.• is cont.inunlly de).!rn<lt!d und 
rt.>synthesizcd ( 15-17, 22). \\'e u reo inh~rest.cd in how 
glut.arninase uctivit.y is rcgulntt.•d ut. rnulecular lcvt!I to 
gt.>l insight into glut.nmin~-cyc!ing rcgulntion. 

In this comrnunicntion we rep<>rt thc purification of 
/l. ctli glut.aminm:>c A by convo.~ntionul and rccurnbinunt 
proccdurcs nnd n compnrnt.i\.0 1.! study of thcir physico
chcmicnl nnd cnzyn1atic propcrtics. 

1041>-l\9'.lHl'UI $:15 fXJ 
1°:••1•yn1-tht e-. ~ool hy A.-... 1.-nuc 1-r-. 

Ali n.:tu. .. oí n•1u·otJuct1on an 1u1y l"nrn> ro_•,....-d. 
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l\lATEIUAlS AND l\tl·:"rllOlJS 

Strai"s and Pla10mids 
R. etli CP'N42 wild-typc Htruin <23), R.. etli 

CE311CD2.l l"""ild-type hnrburing the pCD:.!.l, pLAFHl 
cosmid thut contnins the structurnl¡!/.<v\ gene) (21 ), nnd 
E. coli .Jf\.1109 wcrc uscd in this study. Plusmids werc 
thc pl~F'Rl wide-host cusrnid vector (24) nnd pUC18 
used for cloning nnd toequencini:; of~/IOA ~ene; foro"·crcx
prcssion and purificntion uf J.!lutan1innsc A. we used 
thc pTrcllis plasinid llnvitruJ.!t.•n) (25). 

Dett•n11it1atio11 of G/11tnn1i11<1sl' -1\ctil'ily 

Ccll extrncts wt.•re prt._•pnn•d hy sunicntin¡..: whoh~ cclls 
in ict"·cold extrnctinn bufT.._.r (0.1 ?\t KH:.>P04 • pl-t 8) with 
n Soniprt.•p 1fi0 ultrasnnic disinte¡..::rntur; thc ho111nge
natt•s ""'l~rc.• ct•ntrifu¡..::t•d ancl l"Upt•rnntants "'·t•re recu .. ·
c.•rt•d. Glutan:inast• nt•tivity '"'·as as!-i:1yt•d in n 0.2!>-1111 
reactiun n1ixtun• '-·nntaininl-! 0.2 1nl oft•xtraction huflCr 
with an<l withuut JO 111?\t uf gluta1nint.• an<l O.O!> 1111 of 
t•xtract al :-17"C. Tlu• rt_•at·tion ,,·ns ,.toppt>d ut dilTerl'nl 
tinu•s addinl-! O.:.!r, 1111of1.:,•·, ll'ichluroact•tiL• acid. A1n· 
111oniu1n rL•h•ast>d ""ªs nu•asun•d as dt_•scrilJL•d el!-it .. 
'\\'hL•rt• (l!)l. 

V<"t••r111iliat11111 o( r:n:yn1.- Stul>11lty 

Sinct• gluta1!1inasL• J\. at•ti ... ity in crudt• extracts is rap· 
idly lost wht•n suh1nitt .. d tu dialy!-iis. tlu• stahilit:o-· of /l. 
,.,¡, i.::lutHn!inas1• J\. in di:tlysis :-.aes ..-.·a:-. «xpltirt•d "''it.h 
... arinus pnssi!llt• stahiliz¡o1·:-.. ( ~rudt• t•xtracts nf /l. o•t/i in 
thL• ¡in•i-<t.'llCI' uf Pº"'"'iblt· ,..t:thilizt•rs uf th1• l.'llZ_'l.'llHll.Ít: 

rH:tivity WPl't> di;alyz .. d agai11st hufli•r 0.1 !\1 Kll.!1'0 1 , 

pll ~. 'J'hl',..l' u¡,..r:1t1tll1:-. ..-.·1•1'1" ¡1t•rli1r111 .. d al ·1 l; fnr ·1 h 
nr t1\'t•rn1gh 1 • Th1• ft•asiblP !'<lah1liz1•rs inchuh•d natioxi· 
dants. dival .. 111 t•:1t111n,.,, a1111nt1 ;u·1tl,.., nuc-)Potidt•s, und 
prott•a,..o• 1nl11h1tor,.,. Aftt•r 1li:tl)o·,.._¡,.. tl1t• t'llZ:O-'llHllic activ· 
ity was 111t•a,.un•d arul t_·o1npar .. d ..-.·1th fn•sh and 1111ntliH· 
lyzt•tl t'Xlr;1<·t:-_ ~\dd1t1onally . ..._.,. p1•rfur111 .. d l-!lut:11ni1H1s1• 
a1.-·t1vit~· :1s,..:i~-,.. \\'1th d11li·r•·11t 1unil' ,..tn•nhrth of t•xtrac
t11111 and tl1a!y,..¡,. l111fft•1· t l ti 111!\l '" ·1 !\1 of KI 1-!l't) 1, pi 1 8). 

/'11r1/in111 .. ,1 .. _.·u."''' <;/111111"""'·"''' ..-\ hy 
('0111••'"'""111! ¡•,.,.,.,.,¡,,,-, ..... 
Batd1 L"ll:tun•,.. or U. ··:/1 l 'l·::tpl 'IJ:!.1 •:.! \ l 111\ l'Y-rich 

1n1•tl1u111 •O.t,•; jll'Pl"IH', 11.:t•. ~-··a,..t. 7 111!\l ('nl"l.!1 "''--'l'lº 
¡.!l'uw11 uv .. 1·n1ght at :io ( •. \'\'ith ... hnking al :!00 r¡Hn. 
( '1•!1,. \\"PI•' \;.·a,.h.·d and u,. •. d "'"' 11111t·ulu111 fur gn,..,·th 011 

1111111111;11 111t•d1u111 • :'\l!\l ¡.! c.·1111ta1nin¡..: 10 rnI\I gluta111in1__• 
anti lt) rn!\l :-un·111:1to• ;1,., 11itn1g1•n and 1._•:1rhon suurct•:<. 

·' ,\hb1 .. ~1a1"""' ,.,. •. .¡ :\1:'>1. '""'""·•L 11 ,..,i.un1, 1111. 11pl1c.·al tl•·n,.•l)•. 
ll'Tt;, 1~•·l""P~L1!11",:.•Lotlo¡"'•'"" .. "'•·. :'>1,\1.IH-TI IF.!\IS. '""''""''"""'' 
,., .. t.-.\ l., .. ,.,.- do'""l'I"'" ''"''"'''!"'" ••I llo¡.:ht ""'""" ,. ..... -1..-"""·tr:-.·. TFA, 
1..-.11 .... ..-........ ,,.. ,,. . .,¡ 1n-r. d111i1 .. 1h1-"1l••I. l'!\ISF. plu·nvl111 .. th:1>·l,..ulíu· 
.. ~ 1 11 .... , ... ,,. 

Tlw initinl opticul density (QJ)) of MM wns ndjuKt('d tu 
0.05 nt 540 nm. f\.tl\t cultures wcrc grown for 18 h. Ccll 
cxtrncts wcre prcpnred by Monicuting wholc cdls in PG 
buffer 10.1 ~t K1-1:..iP04 , !i m?\t ~lut.uminc. 0.5 mM Ul.
dithiothrcitol, pl-1 Sl with n Soniprcp 150 ultrnsunic 
disintcii:-rntor; thc homogenat('s wcrc centrifu~cd for 10 
nlin. All opcrntions wcrc pcrfornn•d nt 4ºC. Thc Hupcr
nntnnts wert.• difTcrcntinlly prt.>cipitnted with 20 nnd 
40~· of <Nl 14 l:..iS04 (w/v). Thc fir1-0t precipita le wnH dis
cnrdt..•d v.·hcrcnl" thc Kecond pn•cipitnlt.• wns collected by 
ccntrifugntion, resuspcnded, nnd dinlyzc•d u¡..::ninst PG 
buffer. 'rhc t-1olution wns chrmnatu¡..:ruphed throu.:h u 
DEAE-c1..•llulos1..• column t•quilibrnlt•d v.·ith l'G bufTcr. 
PrntcinM W('rt• t•lutt>d with u linear ¡..:radient t0.1-t ?\1 
KI l:.?P0 4 ) ufJ>(_-; buflL•r. Tln• nctivt• frnctions ""'·en• poult."1:1, 
conct•ntrntt•d by ultrnfiltrution CAn1icon l'!\1-10 1nt•1n
hrnnt», nnd dialyzl•d agninst l M PG buffer. The solu
tiun \\"ns chron1atog-raphL·d throui::h an octyl-n¡..::nrust• 
rt•!-iin pr1..•,•i11u,..ly 1.-•quilihrnted with tht• san1t• huffcr. Tht.• 
t>nzynu•wns t>lutt.•d with a lint•argradit•nt nfl'Ci huOCr( l 
?\t-r.o tn:'-.1 l. Aclivt• frnctions wen~ pnol1•d. cnncentrntcd. 
and dial:o-·zL•d agninst O.:.! !\t l'U hufft>r. Tlu· t•nzyn1t• was 
applit•d tu a St>phacr~·I S200 ¡..::t>I filtratinn t_•ulurnn ( 1.r. 
cn1 x l 1111 pquilihratt•d with thl' sa1nto bufli~r. and tlH• 
:ictivt• fractiuns "''t•re pooll'd nrul upplit>d to a cihncron 
bhw c11lumn t•quilihrntt•d with 0.1 !\1 PG hufft.•r. The 
1._•11h11nn wns t>lutt•d "'·ith u 0.1-1 !\t lint•ar i.::rndit•nt of 
l'l'i bulli•r. and the ncti,·t> fractinns ........ ,." pooh•d. cnnct•n
tratt.•d. and stor·t•d at - 7crc. 

Clot1i11~ tlw ~/."<.·\ G1•11t• intu ¡1'"/h•/lis /J,~h· 
1~·x¡1n•sstt•tt \t•ct,1r 

\\'t• th•si¡_!nt•d nligonuclt>otidt•!-i to 111nplifY tlu• struc
lunal J.:/."<..-\ gPnt• that codifit.•H for R. •·tli ¡..:lutaminust• A. 
.. vhit.·h introduc.·t• lll'"'. rt•!-ilrictiun 1.-•nzynn• silt•s al hoth 
sidt•,.. nftht• strut_·turul ¡..:t•nt• f/Ju11dll nnd //indlll sitt·s. 
n•spt•1.•t.ivt•lyl. 'l"his allo"''"' us to cltu11• this g1•ne intu lht.• 
hig)¡-t•xprL•ssion Vt•ctor pTrclli1-0 that procluc1•s n rPco111-
hinant prott•in \\'ith a 1 l lisl,, do1nnin ut tlu• nmino 1•11rl 
uf tlu• prnll'ill of intt.•n•st. 

'I"ht.• dt•si¡..:ru•d nlignnuclt•otid1•s ""'t'rt~ na1nl•d ns fnllo'\.'z.;: 
B. !i' cgc ¡.::¡.::a tcc A'l'l'i C'i<~(: l1AT T'Tít CAG (iCC; a·; nml 
11. !)' l'('(' aa¡..:: et T<,A ATl; cc~c c:AA AAC CliA ce :J'. 

\\'ith llll' dt•si¡.:nl'd 11lig11nuclt•otidt•s und U. 1•1/1 chr11-
11¡oso1nal l>NA or pl~ll:!.l c11s1nid llNJ\. as n lt."tnplnlt• 
wt• nhtniru•d tht•¡.:/sA gc.•111• amplifil"d by l'CH. l'CI{ con
ditions \\'l'rL' as folhnvs: initial d1__•1i:1turatinn stPp ut 92''C 
for :! 111in; .1() rounds nf annt>aling l!iO 'C fur 1.!i 1ninl. 
pri1nt.•r t•Xll.'llSion C7:! C li.tr ).!) n1in), and th•naturation 
f!}:!'C ti1r 1 rninl; an11Paling l!">O"C for :! nlinl nnd final 
t•xtt·nsion ut 7:! .. ~ for r, ntin. ThP frag-111cnls pruduced 
Wl'rt' tlankt•d by tht• n•,..tric._·ti1111 t•nzy111t• ,..itt•s Huurlll-
1/indl 11. ThP produt•l with tlll' n•strict.ion sitt·s was 
digt•stt•1l :tn1I t.0 lnnt•1I int•1 1,lJC:tH. Th1• 111•v.· c1111strt1cti111\ 

TESIS C :_'.·} 



wa.- tH.'qucnct.•d to conlirrn t.hnt t.hc scqucncc wns ident.i
cal to lhc ,:/sA :.<t.•qucncc prcviously rcport.cd (GcnBnnk 
Act.•t.•l'l~ion No. AF057158) (15l. Thc omplified gene wns 
illl'lt.'rtt.-.d inlo lht." p1'rcHis vector. Thc ncw construct.ion 
pTrclli~,i.:/sA \,;n¡.; nnmcd pTAHS 

P1o·i{irotion of th.· Ucrorn6inunt Glutaminuse 
Pr .. duct•d in E. coli .JAf 109/pTAJIS 

Tl11._• transfunnanl .Jl\110911>TAIIS wns cultured on 
100 mi ofLB-c~\rbt.•nicillin 111cdiun1 ovcrnight ond uscd 
a:o inm:ulum to 1 lilt•r uf thc snnu.• n1cdiun1 to yicld 0.1 
00 al 5-10 1Hn. Tht.• culture ·wns incubntcd nt 37ºC lo 
vit•ld 0.--1 OD ¡1nd tlu_•n 11..,.I'G v .. • as nd<lcd ton final caneen· 
iratiun of l rn~l. Tlw cullurt.• ·wns incubatcd for 4 h nt 
ao C and thL· t."t>lb Wt•n• lht•n obtaincd by centrifug-ntion 
ami rt>~ui-pt.•ndt•d in O.:! 1\1 KI l::PO_., pi l 8 buffer. Thc 
pruh•in t•xtract \'"ª!-< prt.•JHlrt>d by sonicntion und dilut..-.d 
twin•,.,.1thü.:! ~t 1'.11:.iPU 1 +o.a1\1 NaCI-+ 0.1 M imidnz· 
olt•. 'íhP pnll<'1n t•xtract \vas applicd lo lli-Trnp prt•· 
¡iat"kPd t•nh11nn 1 Pharrnacia) prcviously L•c¡uilibrnted 
w1th 0.1 '.\1 N1~tl, and tht• sann• hulli!r; nfier scv.._•ral 
,,.a,..:.lu•,,. tlH· rt•t·o111hinanl t.•nzv1nt.• \\.'US t.•lutt•d ..... ith 0.2 
M Kll.!l't), .. :;u 1nl\l El)TA. •i•hc n•cmnbinunl glut.an1i
na,..:.t• ./\ \V<is d1.dy1'1•d ;1gainst PG hu!Ter, cnnct_•ntruted 
liy 1:ltrafiltration \\"ith an Aniicon Pl\1-10 1ncn1brane, 
and !"<tnr1·d al '70 C. 

l'hys1c•who•tfl/••<1/ ( ºhuruc/<"rÍ::<lfiori o{G/11ta,,1it1t1S••s 

.\la.-. ........ ¡11Ttt"••ni.·11:\·. NoltH•t•IPL"trn • .;pray rnuss "\\'lls oh
taint•d un nn ¡.:,..quin• ion trap 1nass spt•clro1nt.•tt•r 
tHr11k•·1·-Flanzt•n Analytit·al Crinhh) as dcscribcd by 
.lt·n-<'n .tu/. •:!1>1. l'ro\Plll ,.._.~,,,. dis:ooh·t·d in 2fi0 µ1 of 
.¡o tiO nll'thanol "atPr. wit h O. 1' f forntit.· acid. l\tolecular 
\\t'IJ.!ht 111f11nn.HH111 wa,.. unalyzt.•d using l\li\SSl\IAP 
,..,,n,, art· 

.\."·1•·1·111111ul on11t1" '"'''' ...... '111c111·•·· 'l'ryptic in·gt•l di
..:•·,..t•••ll and 111;1tn-.:-;1.-.si,_¡h•d l~''"'t>r de .... nr¡>tion innizatinn 
,,f 111¡..:ht nu1,..,.. ,.Jwt·tr11111t•tr_v t'.\tALDl-'l'OF-!\lSJ "\\"t_•rc 
t•;11T1t•d ••Ul. Aft .. r SllS-l'Al'iE. tlw prott_•in hand l 10 
,,¡_:•"a:- •·xri,..•·d .11ul \\"a!-<l1t•tl t\\"ÍL"l' in 1 tul uf 100 1u~1 
:-..:11 1 1 H 't >, Th .. :-nl\"••nt \'-"H~ tlast.·ardt•d and tht• g-t•I pit.•ct• 
\\a-. wa,.Jwd in .-.no 1il 11ft10'i 1 ... 1 .... 1 Cll:1CN and 100 rn~t 
cd :-..;1t,lll't), 1·,.,. ·I h. dt>h'.lodratt•d in 100 1d Cll.1CN fur 
to 111111. drwd. an.t rPsw1•llt•d 1n r,o 1,11001111\t NI l.-llC0.1 
t•t1nta1n1111.:: l J•/:. 11-yp~in 1Hot·ht'. !\tannlH•irn, (]t•rrnnn.vl 
fur 10 111111. Aftt•1· additiun nf lt•O l'I 100 1111\1 Nll_.HCU.i. 
th" d1J.! ... ~t11111 \\ ·''"' t•arri••d out at 37'"C: u\"ernig-ht. Thc 
,.tipt·1·11ato1nt ,,.ª,... ... avt"d nnd lit<' pt•ptidt_•s "\\"ere cxlractt.•d 
w1th :!00 ;..! oftoll', •v/v 1 ( '11,l ':": and U. l~.;; (\.º/\·) trilluoru· 
at·•·t1t.· acid 1'I'F.\1 li.1r :!O 111in_ 'l'ht• supt_•rnnt:1nt und t_•X· 
tn1t·t,.. \\t·n• c11111l1111t•tl and t.·nnt'L•l\tratcd under \•acuu1n. 
Th·· l;..·uph11izt•t1 d1J.!t>!-<l was c:li:osnlvcd in 10'~ aqucous 
fCtrniit· acul. luadt•d un a ZipTip 1l\tillipor1!, Eschborn. 
lit•r1n;i11~ 1 • wa,..ht•d ,,·ith 0.1•, TF.A. and L"lutc<l in onP 

stcp with 50,.,.., Cil3 CN. Typicnlly. n samplc wns prc
pnrcd for MAl..01-TOF-MS by mixing 0.5 µ.I oíthc pre· 
¡mrcd mixture nnd 0.5 µ.I mntrix solution (10 mg 2.5· 
dihydroxybenzoic acid in 1 mi wntcr) on thc tnrget. 
l•ost.sourcc dccuy spect.ra werc rccurded on a rcO<?ct.ron 
mnss spcctronwtcr with thc dclnycd cxtrnclion t.ech· 
niquc using- n linnl nccclcrnting volt.ngc of 20 KV and 
n 337-nm lnser <27). 

Optirnum pi/. To study thc cffccl of pH on isolnt.cd 
glutnminnsc nctivity, difTcrcnt buffer media wcrc uscd 
nt 100 rnl\t finnl conccnt.rntion: ncclntc (pH 5 nnd 5.5), 
Pipes (pll G, G.5, nnd 7). phm~phntcs (pJ-l 7.5. 8, 8.5. nnd 
9)

0 
nnd cnrhonnh• buffer <pH 9.5, 10, 10.5. nnd tl>. 

Thc ümclcctric point (p/) nnd optilnun"'I tcmpcrut.urc 
wcre cnlculatt.•d by stnndurd proct.•dures: pi of~lut...nn1i· 
nnse A wnN perfor1ncd in PhnstGcl systcrn for IEF with 
t:L•parntion rnni::c p/ 3 to 9 nnd phnrntalytc cnrricr nm· 
phulytes e J>hnrinncin). Optin1un1 tt.•n1pcrnt11re wus cnl
culatcd by p .. •rfornlini.: g-lutnniinasc nssnyH frorn 20 tu 
GO"C with intt•rvall'l uf5"C in 0.1 1\1 Kl l;:P04, pi 1 8, "\Vith 
10 ml\1 gluta1ninc ns n Hubstrnte. 

IU:.'>ULTS ANI> DISCUSSION 

Stability of U. t"tli Glutaminus•' A 

Glutnn1innst.• A is nn unstnblc cnzyn1c which loses 
20-::i of its ncth·ity if n1uintnine<l nt •1ºC fur 12 h. up lo 
70'h durini: dinlysis of crucfo extrnct.t-; in 0.1 M KH:.lPO_. 
hufTcr. pll 8. nnd o\•cr 90'";¡· whcn dinlysis is performed 
in water (nnl !'ihown). Sinct_o tht• rnpid inncth·ution is 
rntlu•r disadvnntugeous for purilicntiun. this pnint. "\YUS 
invcstigutt•d. Oithiuthrcilol lDT"l'I wns tcslt•d ns nnt.iox· 
idant aµcnt. EDTA and Pl\l.SF ns prntl'aSt.• inhiUit.ors, 
divnh•nt cntiuns as possibl .. • cofacturi-t. und thc un-.inu 
ucid:o glutu1niln• an<l glutaniat ... (suhstralt.• und product 
uf g-luta1uina:ot• ncti .. ·ity• and tl11• nucl .. •otid .. ·s A'rt• and 
ADP as pu¡.¡sihlt.• altu!-<tt.•ric t•fft.•ctnrs. Additiunnlly. thc 
ionic strt.•ngth uf lht> dialy1-<is hufft•r "ºHS mmlilied to 
prt~i-;••rvc gluta1nina:>P uctivity . .1\:0 sho, .. ·n in 'I'uhh• 1, 
DT'"l' prL'st•rvt•d 1._•nzyruatic nctivity uf µluta1ninnst• 1'\ in 
ahoul üo•;; cn1npart_•d to frt•,...h L"Xtral·t. "·lu•rL'lll" g:luta· 
niin .. • r; 111l\t ¡1rt•:-ervt.•d lht• t•nzyn1a1ic HL"tÍ\.•ity hy nvt•r 
su•;;. Additiun of r, 1111\t i.::luta1nint• and o.r; 1nl\t D'l'T 
to tht> dinJy,..¡,.. hufTcr 111aintai1)l_•d !>H.-.; of gl11t:11nin:u.;~· 
activitv, :.;u it wn~ dt_•cid .. •d tn ndd lhl•:-t.• stuhilizer:--; t.o nll 
thc hu.ll(•rs ut-0 .. •d for purilicatiun stt•ps (l"G hulTer). Tlw 
¡1rotL"cti\."e t.•fft•ct of DT'I' suµµt•sL.., that tlwrc are im
purtnnt r .. •sidut•,;; l'lUSC(•ptiblt.•ufoxitlatiun in the µlut..a1ni-
11aHl~ slructun•. Glutnn1atP nnd .1'\Dl 1 shu"\\.ºt_•d stubilizinv; 
bt•huviur of gluta1nina~l' acli\'ity. which pr1•Sl!rved it in 
6!-l an<l 77';f. rt>::.¡wctivt_•ly. Si1wt> glutan1atl' i~the product 
ofdt.•an1idntio11 ofglutarnint> by glutan1ina'""" its proll~c
li\.·c cfTect un activity-as Wt>ll as that nf i.:lulnrninc
cuuld ¡,._. expluined by thc intt•raction ofthe n1ninn ncids 
with the ucti\"t- !-<ih• uf tht> 1•nzynu•. thus Pr<•i->1!rving iL-; 



PlJHIFICATIOt-: OF Uh1.zoh1um a•rli Gl.U"fAMlNA.'-il.; A 435 

TAl\Lt-: l 

Pmo•ihle Stnbiliz.erK uf Dinlyz.ed Glut111ninnKe A 

Stnhilí:r:er 

FrL ... h t•xtrnct. 
'\'ithout ><l11h1lu:L•r. withoul diulyMiM 
'Vithout Mlnbihu•r. dinly:r:<-"<Í 
0.5 mM DTT 
10 mM CuCl;.t 
10 mM M¡..,.CI, 
10 mM MnCI~ 
l mfl.1 Glutn111in•• 
!"1 111!1>1 Gluta111in•• 
1 n1!\t Glutu11u1tl• 
O.l 111MAUI' 
10 111!\1 EUT/\ 
1111!\t l'M~F 
!". 111!\t C.lutnnun•· • O!> 111!\l ll1'T 

<;;- ofnct,.,•ity 

100 
80 
28 
61 
38 
34 
:11 
;r. 

6!J 
77 

,Vnt•· l'••n·••ntu¡.:o.,• .,.,.jth n'"IH'<'l tn totnl nrtivity nf fn·,.h ••><trnct n>< 
n •-ontrnl. llo•h•rnunnt1•>11M wt•n• 111<uh• ot lt•1u•l thn""-• t111u·><. Uo•¡1n ... o'l1-
1al1•:•• n• .. ult,. un• "h''"" 

activ1..• fnrin. Tht• ca:·H· nf ADP :.;uggPsli-; thal this nuclt·o-
1id<-• could h1..· an allu,.;t1..•rit.· t•lll.•ctur uf gluta1ninas1..• ¿'\a,.; 
in g:luta1ni1u1s1..• B fronl E. coli l!ll. 

H••cun1hinant glutnrninasL' ""'·ns hig:hly stnble in PG 
hufT1..•r anrl in n hroad iunil- slrt.>nh'1.h of tln_• phosphall• 
bufTt>r e 10 111:-0t to 2 l\t 1 lnnt sho"'""ll l. 

/'urificutio11 o{ R. t•t/t Glut<1'1rit1c1S•• A /Jy 
(~t111t.,•11tional ,\ft•//1tl(/s 

Thl• purilil·ation stt.•ps nf /l. etli ¡..:luta1ninas1..• 1'\ are 
,...u1n1nari;r.Pd in Tahh• :.! an1l shuwn in Fig:. 1. Di1Tcr1..•ntial 
prt.•ci¡1it:1tiun nf CPll-frt.•1..• <'Xlracl '"'-"Ílh n111111uniun1 sul
fah• tugt•l111..•r with I>t·:AE-c1•Llullose clurify the t..•xtract 
111 p1•rf11rin h_ydroph11l1k intt-ractiun chron1utog:n1phy in 
uctyl-a¡..:aros1·. in '"'"·hich ¡..:oud purificatinn """ns uhtuin1~d 
without lo,..:-; of ~-ii..•ld. Tht• n•lativl' 1nult•cular w1•ig:ht uf 

TAnl.I::.! 

l'ur1li .. at1<111 ~!••¡• .. uf/ ... ,.,¡, N"alÍ'l."t• und Ht•t•o1nl>inunt 
(ilutan1111a..-t• .t'\ 

---------
Tut:ol 

prutt·111 
Sto·p •111l!' 

('o•ll·ln•t•••"trn•·t' 
<S"ll .. 1~SC 1, 
llEAE-t·o·Llul""''" 
(lo;-t_,·1- .. ¡.:urc• ..... :.!fi 
:-'o•pha•·r~·I S:.!UCI u.:l.'"1 
l"1h.,t·n111 bino• out 

("o•ll.Jro"O" , ... , • .,,r :.!.'";O 
111-·rr: • .,-:-.:1 10:1 
-----

.. u. I"""' 1111 .. nu111un1 11110 • 
•·1-·rc,mH. o·t/t l"E:l¡oCU:.! 1 

Tut"I 

uo·~;~:I~ 

7~ 
~ti,, 

:.!11 
7 7 

7!"1:.! 

· From 1-: ..,,¡, .1~1 lf~llpTAllS. 

s 1 ....... ifi•· 
.u·tl\:11~· 

•l11nol!•' 

º-~''' 1.1->f; 

;a 

Fu\.t 

" !!ti 
7:1 

:?:t:t 

1 100 
·?t 88 

A B e D E F G 

- 35kDa 

... 24kDa 

FI<~. t. SllS-l'AíiE nf ¡1urdic-utum Ml<-·pM uf U. ••tlr ¡.:lutnmi11a><e A. 
1'ruto·111 loado-.! to o•nch !ano• 1>' ><ho.,.,.n 111 J>"rL•nthe"'""· IAI C .. ·ll·fn•e 
o·xtrurt llfM) 1•¡.!I. 11111:->;ll .. •~:--lO, 11n·c1pitutiuo 1100 µ¡!l. ICI Of-~t-:
._.,.lluloro••l7!"> 1•~1 11>1 Octyl-u¡.::trmu· (75 µJ:). (J-;1 S .. •plun·ryl S:.!OO t50 
i•i.:• 11-·1 C1ha<·run lolu•· 1 lfl i•I!'· (Cil f\.t\\' n1urk1·no 

nutiv1..• J..?1UL1:11ninase A wns cnlculntcd by gel filtrution 
in Sl.•phacryl S200 utilizing: ns stnndnrds (!\.t\V x 1000): 
cytochrome el 12.4), cnrbonic nnhydrnsc <29), nlburnin 
IGGJ, alcohol dl'11ydrogcnase ( 150), nnd p.nmylnsc <200) 
nnd blu1..• dcxtrnn lM\V 2,000,000> to cnlculntc void vol
un1c (\~,).A calibrnlion curve was ubU:lined by plotting:
thc lognrilhn1.s of tht• known rnolL•cular wcights of pro
tcin standnrds ven;us thcir rcspt•ctivl' (V .. /\~,) valucs, 
.. ~:ht.•rc V,. curreospontls tu volumc clution nf t•nch stan
dard. Nnli\.•e g-lutnn1inaseo A moleculnr wcight wns cnl
culated in 100,000 by this mcthod. Dye-1ig:and chron1n
togrnphy uf g:lutnn1iru1st• A in cihncrnn bluc ""''ns 
pcrfornwd by tht.• possibility of internctiun of this cn
zynu __ • v.·ith nuch_•ntidt•s. since cihacrnn bluc hus struc
turnl hun1oluh~ to lht..• NAIJ n1nl1•cule. As a reosult ufthe 
intcructiun of glutnn1inast• A with cilmcron hlut•. ""''' 
uhtaint•d thc 1..•nzy1ul• purificd ncnr tu hon1ogl'ncity. ns 
shown in Fig. l. SDS-I•AGE ofg:lutuminasP A rcvcnl!-1 
a sing:h• hnnd uf glutan1inase 1nonnmcrs uf 25.r> kDa, 
which sugg:e:.;t,.; t.hat g:lut:11ninnseo A is co1npos1..•d uffuur 
idt•nticnl subuniL'-l. 

Purificatiufl o{ /lis·Glutc11ni11asl-' A ProduCt-"d i11 R. 
coli .JM }(J9!pTAllS 

A..o.;. u result ufov1•rcxpn~,.;sion ufreconibinunl glut:uni· 
nasc A Wt~ nbtaincd 111orc thnn 10 111g uf soluble prolcin 
per litcr uf cultun•. Hc.-cun1hinant J..:IULl:1minnsc A con
t..ains litis).¡ du1nain includ1..•d in a L1:1g fused ut thu nmino 
lcrn1ini. Aflinity purificaliun uf rcco1nhinanl glutu1ni· 
nnsc A wus pcrforrncd undt'!r hig:h iunic strcn¡..,<t.h condi· 
tions thnt nvuided unspecific binding: uf contan1inant 
prntl'ins lo Hi-Trup rt•sin an<l ulsu contrihutcd to th1..• 

r;-~ :_~ :·· 
! ... - ~: ~ . . J 
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110 

84 

58 
48 

30 

20 

a b e 

-
;otabi1ity uf thl• l'llz~·nll'. 01u•-stcp purificatinn allm.\.·ed 
u;o to rt•CO\'l'r 11\'l'r no•; of 11is-g:1ut.:uninnsc A in ncti\'l' 
for1n puritit•d to hn1nnJ!ent.•ity t Fi~. 21. 

Ktll<'/tc• /•nrc:,11t•f,·r."' .,,. C;/utaN1111as,•s 

G1ut:~111i11a~t.· al·t 1\·ity '""',.. pt.•rfurnu.•d with purili.t..•d 
¡..:l.utn1111na:-"-''." in n 1 :-01 Kll_.Po~ huITt•r, pll 8. ut :17·c 
\\·1th ¡..:lutanulH' at dallt•n•nt l•onc.._•ntrations t0.01 tu ·10 
n1:'\l L l'ilut.111li11a,..,· .u:t1vity 1naintai1u·d hv rt..•cu1ubinant 
}!lut;.11nina":'" A ,..u~gt•:-l:-- that ft.1ldin}! nr"this hetcrolu
¡..:uu,.. prutPJll lll r: , . .,¡, \\'H>< ><Ul""-'t'SSfUll\' dunt• and thP 

~t 1~~:~~~: :~·: ~"~: ~~~': ~~ t1 ~ ::~·1 ~~ :: ;: .:·,·~.I: ~~~ Í:,'t~n\~~~!~::~ll~l~J~~.l~~~~l ,¡. 
nant ¡..:lutan1111;1,..,• \. an.• ,..u1n.1narizl•d in 'l'nl>h· 3. :-.:'ativt.• 
;incl r"-'l."t11nl>111ant i..:luta1111na,_, • ..-\. shuwt.•d the sanit> ki
nt•ti.._• ht•hav1or 1K. fur gl11tanu1u.• uf Lfl nd\1 and \", .... ~ 
uf~O µnH•l ¡¡1n111t•n111111 nlin 1 111;.::: protl.•in 1). ,'hu llis
lag at th•· :111111111 i.·nn1ni qf n·1.·01nlii11anl g-lutiuninasl' 
A ~light!~ ;1lt+•n•d n"'P•'l"illÍ\.·it\ llill t·m•llit.·io•nt of 1.8), 
hut catalyt1l.' pn1¡-...•rti•·"" n•n1aa'1u·d uuchangt•tl. 

l'hysicoche111h·al Charac:tcrization of G/utcuni11ase~ 

Phyaicochc1uit•al pnrnn1ctcrs of nutivc nnd recu1nbi
nnnt. gluta1ninnr;t.• A re1nuinc<l n.hnost t.he Mnn1e nnd nre 
sununnrizcd in Table 4. 

l\fass spectrc.,,u•try. !\1ass ~pl.•ctron1ctric dctcrminn
tiuns yicldcd u mult•culnr n1uss of 106.813 Dn for recon1· 
binnnt glutunüna~e ,\.ns a tctr111ner "-'hcrcus cuch 1110-

nmncr yieldcd n 1nolt•culnr mnss of26,921 Dn. 
N-t<•rulinal unii11ri acicl ... eq11t•11n·. The N-tcrn1inul 

n1nino ncid Ml.'qut•nct..• of tht..• nativc glutntninnsc wns 
dl.'tcrmined tu bt.• l\tADLQATLDS. itlt.•nticnl to that de· 
ducC'd fron1 tlu• pn•viously rt.•purtt.·d nucll.'otidt..• sc
qucnce (21 ). 

pi/ prufili·. I>itri .. •n•nt hufft•r nwdia \•.:t•rc uaed tu 
atudy thc eflt•ct uf plt un gluln1ninast.• uctivity from 
nntivc nnd n•t_·nn1hinant prutt.·ins ttH.'t..' l\.lnterinl nn<l 
l\1t..•lhnd¡.¡I. Glutan1iml~l' :u:ti\·ity .shu\\.'S n hroad pll pro
fill' 11uorP thnn r.o•·; uf activity is 1n:1intaint.•d ht>l\\.ºt..•en 
pll G nnd 10J with ;i 1naxin1un1 pt..•ak of at.•tivity ut plt 
8.a-8.[1 hiutn nut :-ohown ). 

p l. lso,•ll'"-'tl'iL" fucusing of nativt..• and 1·t.•cu1nhinnnt 
i.:luta1ninast• A was pcrfi.1rn1l·d in l"hnsl syste1n gcls 
lPhnrinacia) u,.;ing hroad pi rangc 1narkl'rsla.fi toB.651. 
Calculall•d p/ uf nativt..• ¡..::luta1nina.st..• .,.\. was 6.:1 \Yht..•rcns 
p/ nf rt.•c1unhi11ant gluta1nina,.;t.• A wa>< li.1. This s1ight 
diITt.•rcncP of p/ h.._•t\Vt.'l'll nalive anti rccu1nbinanl ¡..::lu
tn1ninast..~ A is dul' to tln• l lis·la¡..: al an1i11u t.•nd ufrt..•con1-
l•inant prolt•in. 

(J¡iti,,111111 r,•m¡wrutun•. Glutn1nina;ot• A activity of 
hoth n:1tivt• and 1·t.•ccnnhinant pn1tl'in:-o \\·as dt..•tcr1nint..•d 
al diOi.•rt•nt tt•mpt..•r:1turl's. l\1(1rt• lhan !i0'4 uf glutarni
nas1• 11ctivity is n•t:iin1•d "'·ithin a hruad rangl' 11fte1npt..•r
atur1•s 1fro1n :tn tu no C1 \\.'ith a 1naj11r activity pt•ak nl 
-1!i (~ t 1u1t shown l. l lo\\"P\'l'r. tlu•r1nulahilitv of nativo 
and rt..•con1hinant glutarninaM• i\ rt..•tnain~·d ns pre
viuusly n•porh•d i 17 1, 

In this t..·111n1nunil·atiun \\"t.' n•port h". t"tli glutn1nina~o 

TAUl.E·t 

Ph;•,.sil·odw1nil"":1l l'ro¡ ... rtio•!i uf !'l:"utit.'<• u111l Ht•c.-0111hit1;1nt 
Clut11111in:11"' A 

!\I\\' ofn:ot•V•• pr1.1h'11\' 
!\I\\' ufn ... ·un•l111 .. u•t l'rutt.,n'" 
!\I\\' ••Í llU>ll<>IU.,r.~ •uat••···· 
!\!\\' ••fn,.1nu111~·r- •ro·'·"rnlun .. nt.t" 

too.non 
lllH.~t!I 

:m.m:KJ 
2ti.!-J:!I 

pll upllllHllll 8.3 
¡1/ ofnnuvo• pn•l••\11 li.:I 

TAIU.I::\ 

-~~~---'~~!~¡, lilutuminm.t• A 
¡,;, n1!\I• \', .. ~." tlill p/ 1>fn ..... unl111u1n1 pruu•1n 0.1 

:-c,_-at-"-,.-,-,u-,_-.,,-.. -... -.. -.. -.,-----=_::=...:.:_ _ _:_::s•"'• __ _.:..:::: ·_r•_""..c.'1_' _"1c._"_1"_"_"'-' _' •_··---------------

fl,., . .,,.,.,,,,.,.,t .:lul'"""' ,_,. .\ l">O 1 1" ·· t-: .. 111nalt'tl h.'- .:"! liltrHl1on. 
--:-:----:-----'-.C:... __ __:...:.:_ ___ = __ _:_.:.:_ f-:,.11n1at•··I ¡,_,.. :n.•-~ "l"-•clrnnwtr;.· 

·· \"~·~• .. 1>1"l """"""""" lllOI\ 'n•..: ;•r11h•111 1 E,.111111th-.l li...- :-'ll~-1'.,\(;¡.;. 
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A purificntion by convcntionol nnd rccombinnnt procu
dures. Thcstructurnlgls.A gene thntcodifies forglutam
inasc Awas amplificd by PCR and cloncd in the cxprcs
sion vector pTrcHis. Thc rccombinnnt protcin Rhowcd 
thc snmc kinctic propcrtics as nntive glutnminasu. 
Physicochcrnical and biochcrnical propcrties of nativc 
and rccornbinnnt glutaminosc wcre thc snmc. Thc hct
erologous cxprcssion of rccombinnnt glutn111innNe A 
with high-lcvc) production prcscntcd hcrc will con trib
ute to thc futurc clucidotion of thu function-structurc 
rclntionship of glutaminaRc through X-ray crystnllo
graphic nnnlysis. Additionnlly, wc hnvc- thc possibility 
to detcrminins glutnminnsu activity regulntion at mo
lecular lcvcl to get inRight into glut.nminc-cycling rcgu
lntion in R. ••tli. 

\\"e an• J.."Tlllt_•ful lo lllnlM•I l'•·rt•z J\o!nnlfurt fur rl.•Vi••w1n¡! th._. n1nnu· 
scripl. Tln,. n• .. ••nrch '"''"' "'-'l•J>ort.r<t by U1n-ccu>n Gt.•n••rnl d._• A.,_,.untu" 
d._.I p._.noonnl Acmh•nuco tllGAPAI nrnnt IN:.?O~~HI. by Prt>¡..."TU11Ul d._. 
11..-cu .. N11<'.'1t1nnlo•1< paru 1-: .. tudio" do• l'u"¡..."T11<lu. 11nd l'ru¡...rr1u1u1 dl-• AIM>yu 
n i-: .. 1udinM d1• PnM~rndn tl'AEI') frmn lllO' Un1v.,rMidnd Nncionnl Auto-• 
non1a d'-• J\o.h•xfro 

l. Hurln111n. S ( l!ttiMJ Glut.u11111u1rm of >;,..-h .. r•.-/uQ c•o/1. l. Punficn· 
tion und l':"'-"lll.'r11I cnt.nlyuc 1•r<>p••rtu• ... • l. Jiu,/. Clu·m. 241:10 Rro:l
f>H:J 

l lnrtn1nn. S. ""d StochnJ. E.1 1!•7:JJl;\ull1mi11n!<l" A of H1<cho•r1cl11u 
,.,,¡,_. Suhurut .. tructur•• 111111 '-''"'l><"rntl"I."•• l>t·h,.,·1ur .l. /11c•l. Chr•n 
:!-CR, ,...!",11-8:'">17. 

a l'rui<1n1•r, S, J);o~·ui, .J .. nn1l St.1ultnrnn. 1-:. 1 l!17ti1 J1, .... .._.tnli1111 of 
J::lutun11n1u .. • H 111 >; .. ,.J,,,.ru·luu ,,..,¡, l. l'ur11icnt1011, pn•1><•rt11•>o :111<1 
c-oltf l,.h1lit.\' ,/ /fu./ <~h •• ,,, 251, :1447-:J·lr,¡; 
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U Ul >."ltclu•ru•/u" cu/1 11 Mudu1'ot1<111uf11rt1v1t:-· by <""rl>t1xyl11h• 
nnd l>un•t" "'""· .J 11«.J """"' :!51, :14!"17-:141;'._! 

.!"1 l'ru .. 1nO'r. S .. und StadtnH1n, l-: 41!17f01 l(._•¡.:ulallnn ,.f¡!lutouu1nn,.1• 
11 111 >:,. .. J.,•r1e·lr111 ,.,,¡, 111 1•.,ntrul hy nud1 .. 1lld••,. .and dn-,1l1·nt 
.-at1nu .. ·' 11 ... 1 c1: ..... 251, ;¡.¡1;;¡_ :1.11;~1 

ti Sluuntu. Y, ll1•y.11na, A .. u11d t io1 ... K. 41~1~111 l'unfu·auun nnd 
charuct.•ru,111"n .,f~h11..;1nnnu,.o· lrun1lto.-1/1,.,.1114htt!1" liT ,.tr11ín. 
,/ /lro•u s,,. .. /¡m fUO, ·ltl-·l·IG 
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CONSIDERACIONES FINALES 

Este trabajo se originó a partir ele la determinación de la existencia ele 

isoformas de glutaminasa mediante evidencias hioquin1icas y fisiológicas y ele la. 

importancia de las misni.as para el n1etabolis1no nitrogenado de R. ctli. La 

necesidad de conocer los mccanisrnos de regulación que operan soln·e la 

expresión del gen glsA, así como de los que 1nodulan la actividad cnzirnátic.~a ele 

la glutaminasa A, tiene su origen en la ocurrencia del ciclajc de la glu tan-:.ina. 

La sccuenciación clel gen glsA de R. etli se constituyó en el prin1cr reporte de 

una secuencia ele glutaminasa de procariontes. Lc:-i clonación de dicho gt.•n en 

diferentes vehículos nos permitió evaluar su rcgulHción tr01nscripcional. nsí 

como la purificación de la enzin1a para su posterior caracterización. El 

conocimiento ele los n1ccanisn1os regulaturios que operan sobre la glutan1inasa 

A, nos permitieron proponer una función al ciclajc ele la glutnrnina en R. etli. 

Los resultados obtenidos, se discuten a continuación. 

Estudios previos han dcn.1ostrado la interacción entre el n1ctabolisn1u de 

carbono y la síntesis de glutamina en R. etli: en n1cclios con glu ta111ina

succinato, la síntesis de glutamina favorece la utilización de succinato; 

mientras que en medios con glutamina corno única fuente de carbono -donde 

ésta se encuentra en exceso-, su síntesis se restringe y es utilizada con10 

fuente de energía gracias a la actividad ele la glutarninasa A (Durán &. Calderón. 

1995; Encarnación et al, 1998). Dicha actividad varia en diferentes condiciones 

de cultivo, encontrándose más elevada en presencia de glutan1ina. y durante la 

fase exponencial de crecimiento. La expresión de glsA se induce por la 

presencia de glutarnina en el medio y varia en las diferentes fases de 

crecimiento en correlación directa con la actividad enzimittica. Es importante 

mencionar que la expresión de glsA se presenta de n1anera in1portantc en todas 

las condiciones de creciiniento probadas, lo que sugiere que la glutaminasa A 

es una enzima clave en el metabolismo de nitrógeno de la bacteria. La n1á..xima 

inducción de glsA se observó en glutamina como única fuente de carbono y 
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nitrógeno. condición en la que la síntesis de gluta111ina se encuentra inhibida. 

por lo que el ciclaje se reduce, pcrn1iticnclo la utiliznción de los esqueletos ele 

carbono de la misma. a la vez que se secreta al n1edio de cultivo el an1onio 

excedente. En glutan1ina-succinato, la expresión de glsA así con10 la actividad 

cnzitnática ele glutatninasa A también es elevada, lo que pcrtnitc utilizar a la 

glutamina corno fuente de carbono. aunque se ha dc1nostraclo que R. etli oxida 

succinato prefcrcncialmentc que glutan1ina {Encarnación et al., 1998). En esta 

condición ele crccitnicnto, la GSll se induce. por lo que se propone al ciclaje ele 

In glutarnina con10 una reacción ele disipación de energía {Encarnación et al., 

1998; Tc1npcst, 1978; Morn, 1990). En an1onio-succinato, la expresión de glsA y 

la actividad ele gluta111innsa A bajan respecto a las condiciones anteriores; a 

pesar de ello, la síntesis y degradación ele l::i g,lutatninn ocurre 

sin"Iultáncan1ente, con"IO lo dc1nucstra Enc..--irnación et al. {1998). L.a presencia 

ele gluta1ninasa A en esta condición sugiere que la síntesis ele glutarnina induce 

Ja expresión de glsA. El ciclajc en esta condición no tiene un significado 

aparente n1ús que el gasto inútil de cncrgia; a 111cnos que existan 1nccanis111os 

regula.torios sobre la glutarninasa A que 1nantcngan su actividad cnzin1á.tica en 

niveles basales o bien que exista un control antagónico entre las actividades ele 

GS y glutatninasa A, con10 el propuesto en E. coli por Prusincr { 1973). 

Para evaluar dicha posibilidad. se llevó a cabo la purificación a 

ho1nogcnciclad de la gluta1ninasa A y su caracterización bioquímica y 

cnzirnática. La glutan"Iinasa A rccon1binante presenta las mismas 

car.actcristicas cinéticas que la gluta1ninasa A nativa purificada por métodos 

convencionales {Huerta-Saquero et al, 2001). La glutanl.inasa A no es inhibida 

por glutan"Iato, se activa por amonio. el ATP, ADP y AMP parecen no influir en 

sus niveles de actividad. El oxaloacetato y el glioxilato la modulan 

positiva111cntc, mientras que el 2-oxoglutarato y el piruvato la modulan 

ncgativan1cnte. Las actividades enzimáticas de OS y glutaminasa A se 

presentan de manera simultánea durante el crecimiento bacteriano y sus 

111ccanisn1os de control no son recíprocos. 
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La inhibición por 2-oxoglutarato y piruvato sugiere una estrecha relación 

entre el metabolismo del carbono y la utilización de glutamina. coni.o el 

propuesto por 1-lalpern en E. coli. donde la sintesis de glutamina por la GS es 

controlada por la concentración intracelular ele glutamina y 2-oxoglutarnto 

( 1988). Cuando aumenta la cantidad de carbono disponible. aumenta la 

concentración de piruvato y 2-oxoglutarato. lo que inhibe la actividad de la 

glutaminasa A. permitiendo que la gluta1nina sea utilizada por una vía 

alternativa (por ejemplo la vía de la transaminasa de glutamina-CaJ-amidasa). 

utiliZc:Lndo 2-oxoñcidos para la síntesis ele a1ninoáciclos. como en S. cereuisiae 

(Sobcrón &. González. 1987). La modulación positiva de la glutani.inasa A por 

oxaloacetato y glioxilato. sugiere también una relación estrecha entre la 

disponibilidad ele fuentes de carbono y la nctividncl de la glutaminasa A: El 

oxaloacetato es un intern1ccliario del ciclo de Krchs que puede provenir ele la vía 

anaplerótica de utilización de asparagina o nspnrtnto cotno fuentes alternativas 

de carbono cuando otras fuentes son limitnntcs; niicntras que el glioxilato es 

producto ele la via que lleva su nombre. la cual también se activa en 

condiciones lin1itantes de carbono. En corto. la actividad de glutaminasa A 

puede n1odularse hacia la alta cuando se requiere proveer de carbono al ciclo 

de Krebs, permitiendo la utilización de glutani.ina como fuente de carbono. 

l~elacionado con lo anterior, en S. cereuisine, se ha descrito la regulación de 

activadores transcripcionales de la vía TOR en respuesta a los niveles 

intracelulares de glutan1ina. Entre dichos activadores. se reconocen RTG 1 y 

RTG3 que participan en la expresión de genes que codifican para enzimas del 

ciclo de Krcbs y del ciclo del glioxilato (Crespo et al, 2002). La activación de la 

glutan1inasa A por an1onio permite a la bacteria crecer en glutatnina como 

única fuente ele carbono y nitrógeno, condición en la cual se excretan altas 

cantidades ele amonio. 

Por otro lado, al evaluar el rendimiento del crecimiento de la cepa 

silvestre y la cepa LM 16 (glsA·). en amonio-succinato, se observó que la LM 16 

presenta un rendimiento 7°/o mayor respecto al encontrado para la silvestre. lo 
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que sugiere que el ciclaje de la glutarnina ejerce un gasto ilnportantc ele energía 

para la bacteria. Al nuinipular el ciclnjc ele la gluta1ninn sohrccxprcsanclo la 

actividad de la gluta1ninasa A bajo el control de un pron1otor inducible, 

superamos los mecanismos regulatorios de la enzin1a a nivel transcripcional y 

alostérico, lo que nos permitió amplificar el costo energético del ciclaje. Un 

incremento en la expresión de la glutan1inasa A provocó un aun1ento en la 

actividad de OS y un decremento dra111ático en el crecin1icnto ele la bacteria. 

R. etli es una bacteria que habita en el suelo y que puede establecer una 

relación sin1biótica con P. uulgan·s. En vida libre, las condiciones nutrin1cntales 

pueden variar de n1anera importante, por lo que las bacterias requieren 

n1antencr una plasticidad metabólica que les pcrni.ita contender con dichas 

condiciones cani..biantcs, actecuándosc lo ni.ás rápido posible a las nuevas 

condiciones ni.ctabólicas. En este sentido, proponcn1os al ciclajc ele In glutnn1ina 

con10 un 1nccani-smo que pern1itc a la hnctcria dircccionnr el llujo n1ctabólico 

hacia la utilización de fuentes altcr11ativas de carlJono (an1inoácidus. glutatnina 

en especial) cuando otras fuentes ele carbono no cstún cli~;poniblcs o son 

lini.itantcs; o bien, cuando la fuente de carbono no es liinitantc, rcdircccionar el 

flujo metabólico hacia la biosíntcsis de atninoc"lcidos u otros n1ctabolitos 

nitrogenados a partir de glutarnato y glutan1ina: 8i hay disponibilidad de 

fuentes de carbono, aumenta el piruvato y el 2-oxoglutarato, lo que inhibe la 

degradación de la glutamina por la gluta111inasa A, lo que pcr111itc que Csta sea 

utiliZc'l.da para la biosintcsis de otros aminoél.ciclos u otros con1puestos 

nitrogenados; si la fuente de carbono se torna lirnitante, la glutan1ina puede ser 

utilizada con10 fuente de carbono, para soportar el crccin1icnto bacteriano. 

El ciclajc de la glutamina provoca un gasto de energía que, en 

condiciones nutricionales óptima~ -corno las proporcionadas en laboratorio

cfectivan1cnte no tiene un significado fisiológico importante, el gasto es inútil; 

sin eni..bargo, parece haber sido seleccionado naturaJmente por permitir a la 

bacteria una adecuación a los cambios en las condiciones nutricionales, aún a 

expensas del gasto energético que representa. 



La glu~aminasa A en la simbiosis 

Las glutaminasas operan en bacteroides ele R. etli, lo que sugiere que.."' sus 

nctividades pueden ser in1portantcs en el proceso de simbiosis y fijación de 

nitrógeno (Durán &. Calderón, 1995; Durán et al, 1995; Durán et al. 1996). En 

cxpcrin1cntos de sin1biosis entrt:: la n"lUtante LM 16 y P. vulgnris. se ha 

cncontrnclo que los bncteroides acun1ulan glutamina y su poZc'l ele gluta111ato se 

presenta baja en relación a bacteroidcs de In cepa silvestre, lo que nos indica 

que In glutarninasa está operando durante el proceso ele la sitnbiosis y la 

11jación biológica de nitrógeno (Durán &. Calderón, 1995; Durán et ni, 1995). La 

nctividad especifica de ~luta.n1inasa encontrada en nódulos es tan alta corno 

cunnclo la hactcri<l crece en glutan1ina como única fuente de carbono y 

nitrógeno. Con el fin de comprobar que la actividad de glutaminasn encontraclH 

en bacteroides corresponde a la glutan1innsa A de R. etli, llevan1os a cabo 

cxpcrirncntos de infección de P. uulgnris con las cepas CE3glsAGUS, 

LM 169/.sAOUS y sus respectivos controles con las construcciones antiscnticlo. 

Corno resultado obtuvimos una alta inducción ele la expresión de glsA en 

bactcroiclcs de In cepa silvestre. que se incrementó de manera in1portantc en 

bacteroiclcs ele la n1utantc LM 16, lo que detnucstra que la expresión de glsA se 

induce durante la fijación biológica de nitrógeno (Fig. 6). Sin e1nbargo. la 

mutante LM 16 nocluln y fija nitrógeno atn1osférico de manera similar n la cepa 

silvestre. El fenotipo siinbiótico de la LM 16 sugiere que la actividad de la 

glutatninasa A no es relevante para la nodulación y la fijación ele nitrógeno, 

pero cabe la posibilidad que la actividad de la glutaminasa B compense -aún de 

manera parcial- la ausencia de la glutaminasa A durante Ja simbiosis. 
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Fig. 6. Expresión de glsA (GUS) en nódulos 

Se obtuvieron los nódulos de S plantus despues de 30 días de ser inoculadas 

con las respectivas cepas. Se muestran los errores estñndnr 

La actividad especifica se calculó respecto a la proteína total del nódulo. 

El catabolismo de aminoácidos ha sido ampliamente estudiado como un 

punto de interacción entre el metabolismo del carbono y del nitrógeno durante 

el intercarribio simbiótico bacteroide-legurninosa. Kahn y colaboradores han 

propuesto que la fuente de carbono que le proporciona la planta a la bacteria 

durante la simbiosis puede incluir a los an1inoá.cidos (Kahn et al. 1985); Rastogi 

y \Vatson. reportaron que mutantes de R. r11eliloti incapaces de crecer en 

aspartato. no fijan nitrógeno debido a la deficiente actividad ele una aspartato 

an1inotransferasa. lo que indica que el metabolismo del aspartato es esencial en 

el nódulo (Rastogi & Watson. 1991); En bacteroides de Brnclyrhizobiun1 

japonict'1n. se ha encontrado que la glutamina. la asparagina. el glutan1ato y el 

aspartato estimulan la fijación de nitrógeno (Kouchi et al. 1991). Estos 

resultados sugieren que en la relación metabólica entre Ja planta y la bacteria, 

pueden estar involucrados los aminoácidos, como la glutamina (Durán &. 

Calderón, 1995; Durán et al, 1995, Huerta-Zepeda et al, 1996; Kahn et al, 

1985; Rastogi &. Watson, 1991). 
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Se han reportado una gran cantidad de estudios referente:-; al transporte 

de an1inoáciclos en bactcroiclcs aislados, donde se observa la acun1ulación de 

ci~rtos an-iinoácidos. Se ha descrito para R. legu1ni11osnn1rn la existencia ele una 

pert11casa general de an1inoácidos (Aap) que transporta una an1plia variedad de 

atninoáciclos (glutan1ato. aspartato. prolina. histidina y aminoéi.ciclos alifáticos). 

Dicho transportador parece ser el principal sisterna de regulación de entrada y 

snlida de an1inoácidos del bacteroide; sin crnbargo no es el único: n1utantes que 

nn expresan Anp incorporan glutamato, alanina y lcucina. (Day et al. 2001; 

Walshaw &. Poole, 1996). Para el caso de la glutan1ina, no se ha descrito la 

existencia de un transportador especifico, sin embargo considcran-ios que esa 

posibilidad aún persiste. 

La glutnn"lina y su recambio ocurren activamente en hacteroides, coino lo 

dcrnucstra. la acun"lulación de glutan"lina y un bajo contenido de glutan1ato en 

bactcroidcs de la n"lutante LM 16, en co1nparnción a las pozas de aminoácidos 

encontradas en hacteroiclcs de la cepa silvestre (Durún et al. 1995). Es posible 

que la glutan"lina sea proporcionada por la planta al bactcroiclc, en base a la 

alta actividad ele glutaminasa A encontrada en hactcruidcs y a la relativa111entc 

baja actividad de c,s·s encontrada en los misinos durante la simbiosis. 

Si durante el proceso de sirnbiosis entre R. etli y P. uulgnn·s la '"moneda 

1nctabólica" que reconocen a1nbos organismos son los aminoilciclos. la 

glutaininasa A puede tener un irnportantc papel en la utilización de la 

glutan1ina coino fuente de carbono para el bacteroide, proporcionada por la 

planta, o bien, en el rccan1bio de compuestos nitrogenados a partir de la 

catálisis cic la glutamina corno un donador primario de nitrógeno. 

En este sentido, recienten1cntc se ha retomado la propuesta de Kahn 

referente al aporte de aminoácidos de la planta al bacteroidc (Lod''-vig et al, 

2003). Se propone que existe un complejo intercambio de aminoácidos entre la 

planta y el bacteroide, el cual es esencial para la fijación de nitrógeno: la planta 

provee de glutamato (o posiblen1ente glutamina) al bactcroide, el cual sintetiza 

aspartato que es exportado a la planta, para la síntesis de asparagina. Este 



intercambio permite que Ja planta controle el aporte ele gluta1nato ni bacteroidc 

en función al aspartato que toma de regreso; rnicntras que el bacteroiclc 

nl.anticnc la relación como mutualista debido a que la planta clcpcndc del 

aporte de aspartato que proviene del bacteroiclc. 

Iniplic:ac:iones biot:ecnológicas del ciclaje de la glut:amina 

Los ciclos de sustrato se han estudiado arnplian1cntc a fin ele darles 

significado biológico. La con1plcja red 1nctnbólica en la que opcrfln los ciclajcs 

dificulta la interprl"tnción ele su papel, aún 111ús cuando dicho papel se evalúa 

en condiciones an1hicntalcs controladas y con exceso de nutrh-ncntos, con10 las 

provistas en laboratorio (l-lucrta-Sac111cro et al. 1998). Los cicJDs ele sustrato 

han sido seleccionados co1110 posibles puntos rcgulatorios del flujo 1nctabólico 

lnljo controles 111.UY estrechos de las enzinuts participantes (control alostérico 

reciproco, rnodificación covnlcntc, diferentes constantes catalíticas, etc.) a fin de 

reducir al rninin10 la pérdida energética, sin alterar la plasticidncl del sistcnut 

para responder a cnrnbios en las condiciones 111etabólicas de rnancra inmediata 

(Stcin IV. 13lum. 1978). 

En este contexto, la ocurrencia del ciclajc ele la gluta111ina en R. etli puede 

justificarse corno un 1nccanisn10 de adaptación a las condiciones cambiantes 

del rncclio, que en condiciones de laboratorio parece una simple pérdida de 

energía inútil. con10 ya se discutió en el n1anuscrito anexo. 

La nllltantc LM 16, cuyo gen ylsA fue interrurnpido mediante la inserción 

de un transposón TnS, presenta un 111ayor rcndin1iento en biomasa producida 

de un 7 a un 10°/o respecto al rendin1iento encontrado para la cepa silvestre. 

Estos porcentajes -aparcntc1nentc bajos- pueden tener in1plicaciones 

biotccnológicas nada despreciables: si la ocurrencia ele los ciclajes en 

rnicroorganismos de interés biotccnológico, -como los utilizados para la 

ol>tcnción de bio1nasa, para la sobreproducción de aminoácidos, antibióticos, 
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politncros, etc.- son interrumpidos rnediante n1utaciones dirigidas a las enzi111as 

catabólicas participantes en el ciclajc, es posible incrementar su rcndin1iento 

sicn1prc y cuando se logre direccionar el ahorro energético hacia las vías 

n1ctabólicas adecuadas o incluso hacia el crecimiento. 

Et cicla.je de la glutamína en la naturaleza ¿regla o excepción? 

Se ha propuesto ·la ocurrencia del ciclajc de la glutamina en diferentes 

1nicroorganis1nos, co1no se describió anterionnentc. Existe la posibilidad que 

dicho ciclaje se presente como un n1ecanismo favorecido evolutivan1entc. En 

este sentido, la glutamina es un co1npuesto clave en el n1etabolisn10 celular, y 

sus vías de síntesis y degradación son sin1ilares en práctican1cntc todos los 

1nicroorganisn1os estudiados. La secuenciación de genomas que actualn'l.entc 

son liberados en et GcnBank nos pcnnitcn dctcrn1inar la existencia de 

glutatninasas en diferentes organismos y abren la posibilidad de explorar la 

ocurrencia del ciclaje de la glutatninn en los 1nis111os. Con10 cjc1nplo de lo 

anterior. baste decir que existen alrededor de 70 microorganisrnos diferentes 

que presentan en su genoma secuencias de probables gluta111inasas, n1uchos 

de los cuales presentan genes que codifican para dos isoformas. Las 

glutaminasas se presentan tambiCn en eucariontes, desde unicelulares hasta 

organis1nos más complejos como el Horno sapien.s. 
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"'\.hstract 

Thc prcscnt study detennines thc rcgulatory mcchanisn1s that opcratc on Nhi:ohiu111 c!lli 

glutaminase A. Expression lcvels of thc glsA gene undcr sevcral 1netabolic conditions '\vere: 

evaluatcd by fusions of the J,:lsA gene prometer and thc transcriptional rcporter cassette 11ic/A.2-

aad. ¡.:/.\:A exprcssion "vas dircctly corrclatcd to thc glutan1inase A activity found in the tested 

growth conditions rcaching its maximum lcvel jn the presencc of glutaminc and during the 

cxponential gro'\vth phase. Glutamine induces ¡.:/.,A expression. 

Thc intlucncc of allosteric mctabolites on glutaminase A activity \vas also dctermincd. The 

purified enzyme '\vas inhibitcd by 2-oxoglutarate and pyruvate. while oxaloaCl!tatc and glyoxylate 

n1odulatc it positivcly. Glutaminasc A is not inhibited by glutamatc and is activatcd by 

an11noniu1n. 

Glutaminase A participatcs in an ATP-consuming cycle where glurnrninc is continually 

dcgradcd and rcsynthcsizcd by glutaminc synthctase (GS). GS and glutaminase A nctivities 

appcar simultaneously during bacteria! growth undcr dit1Crent mctabolic conditions and their 

control mechanisrns are not rcciprocal. Slight ovcrproduction in glutarninasc A cxpression causes 

a rcduction in gro,vth yield and a dranmtic decrcase in bacterial gro\vth. 

The dctcrmination of the glutaminase A regulatory mechanisms allows to propase that the 

cncrgctic cost rcpresented by glutarninc cycling is justificd. since it could be a n1echanis111 that 

allows bacteria to dircct thc metabolic tlow towards thc use of ahcrnativc cnrbon sources (an1ino 

acids. particularly glutamine) whcn othcr carbon sources are not available. and rcdirect the 

n1ctabolic tlow towards the biosynthcsis of amino acids or othcr nitrogcnous compounds fro1n 

glutaminc. '\Vith unlimitcd carbon source. 

L lntroduction 

Glutamine plays a central role in the nitrugcn mctabolism of micro-organisms and is the final 

product of anunonium assimilation. lt is synthesized by glutamine synthctase (GS) from 

ammonium and glutamate. R.hi:ohium c!tli assimilates ammonium mainly through the GS

glutamate synthase (GOGAT) pathway [1.2]. In these symbiotic nitrogen-fixing bacteria. three 

ditTcrcnt GS isozymes have been described that ditTer in their regulation and their role in free

living and symbiotic states: GSI activity is induced when the organism is grown on a rich 

n1edium. whereas GSll activity is induced and regulated by nitrogen in minimal mcdium [1.3]. A 

third GS has been reponed but its physiological role remains unclear [3.4]. 
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In U. l!tli. glutaminc is assimilatcd by transmnidation rcuctions. 1t can also be convcncd to 2-

o:<oglutnratt! and ammonium by the cnzymes l.lf the glutaminc transaminasc-ro-amidase path,vay. 

N. ctli glutamine transan1inasc may play a role in the irreversible synthcsis of glycinc. alanini;!' and 

othcr amin1."l acids (5]. Additionally. in R. t!lli. glutamine is degradcd by l'"'º glutamina~c~ (EC 

3.5.1.2) that cntalysc the hydrolytic dcarnidation of glutaminc rcsuhing in the producti1.'"'n of 

glutamate and antrnonium. Glutaminase isoz.ymes differ in rcgulation. clcctrophorctic 1111...,bility 

and thermostability [6]: a thcrmolabile glutaminasc A. which is positively regulated by gluta1nine 

and negatively regulatcd by thc carbon source~ and a constitutive and thcnnostablc glutarninase 

B. Glutaminasc A plays a catabolic role in thc degradation of glutamine to carbon skcletons and 

to 1naintain thc optima} balance betwccn glutamine and glutamate. the universal nitrogen donors 

of the cell. Also. in R. etli bacteroids. glutaminc is dcgradcd by glutaminase during syn11:-oiosis 

with /'/u1 ... ·~·1J/11 ... · ,.,,/J.:ari ... · (6. 7]. 

Thc a111monium rclcascd fron1 glutaminc by glutan1inasc and transa1ninnsc-ro-o.1n1idasc 

activitics is assimilatcd by GS. thus lcading to thc cpcration of a glutm11inc cyclc ""ht:re 

glutaminc is continually synthcsizcd and ctcgraded al thc expense of ATP (5.6.7.S]. Scvcral 

functions ha ve bccn proposcd far thc glutaminc cyclc (2.9.10.11.12.13]: a ·way to rapidly rcg.ulate 

the intrace11ular glutainine pool and thus control the ratc ofsynthcsis and dcgradation of ccllular 

nitrogcn co1npounds: a general "vay to take up or rclcase the carbon skclctons of organic nitrogcn 

metabolitcs: a \.vay of maintaining thc optimal balance betwecn glutaminc and glutamate: for 

cncrgy dissipation: to cxpcnd energy to induce carbon tlux and gcncratc more energy; nnd to 

allov.· continuous ATP usagc and drivc an cffcctivc carbon flow that supports gro,vth. 

Although glutaminc synthesis rcgulation has bccn cxtcnsively studied in U.. c.!lli~ less is known 

about glutaminc dcgradation rcgulation. despitc thc fact that glutarninc conccntration is the result 

of its synthcsis and dcgradation. Sincc glutaminase A has thc highest glutamine-degrading 

activity in a varicty of growth conditions during exponential phase and in bacteroids -\.vhich 

suggcst its activity could play an important role in glutaminc cycling and during symbiosis-. it 

'''as of intcrcst to detcrn1inc whethcr glutaminase A activity is regulated at molecular level. to 

gain insight into glutaminc substratc cycle regulation. The aim of the present work \.Vas to 

determine how glutanlinase A is rcgulatcd at transcriptional and posttranslational levels. 

\\'e prcsently propase a rcgulation modcl of glutaminasc A .. and its contribution to glutamine 

cycle rcgulation is discusscd. 
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2. I\.latcrials nnd 111cthods 

2.1. /le1ct11rie1/ .••frcti11.\:, pla ... ·111ic.b: c111tl J:l"OWfh <:ouúition..,· 

Bacteria) strains and plasmids uscd in this study are listcd in Table 1. Uhi=ohi11111 strains 'vcrc 

grown aerobically at JOºC in rich mcdium (PY) or in 1ninimal mcdium (fl..11\.1). Thc nitrogcn and 

carbon sources in l\.1l\.1 wcre used at a concentration of 10 mt\.1. Esc:herichiu co/i strains 'vcre 

grown acrobically at 37,ºC in LB broth. "\Vhen nccdcd. antibiotics 'vcrc addcd at thc tbllo,ving 

concentrations (J.ig.lml): Nalidixic acid (Nal. 20). Streptomycin (Sin. 200). Kanamycin (K111. 30). 

Spcctinomycin (Sp. 200). Carbenicillin (Cb. 150). Tctracycline (Te. 10). Cloramphenicol (Cm. 

20). Antibiotics. nitrogcn and carbon sourccs and IPTG wcrc purchascd from Sign1a Chc111ical 

Co. 

2.2. /JNA Ma11i¡111/atio11..,· 

Recombinant DNA standard tcchniqucs wcrc uscd [ 14). Rcstriction cnzy111cs. alkalinc 

phosphatase and T4 ligase 'verc purchased from GIBCO-llRL. Plasmid DNA was isolated from 

E. coli by standard proccdurcs and mobilizcd into U. et/i cclls by conjuga! 111atings. 

2 . .3. Trc111.,·criptir.malf11sio11. .. · g/ . .,A,,(_j( IS 

Transcriptional fusions 'vith thc uiúA.2.-<uul cassette (from plas111id p\VMS) and J.:l...-A pro111oter 

";ere constn1ctcd. uidA2 encades for GUS~ which catalyzcs thc hydrolysis of Jl-glucuronides. 

uidA2-aud cassette [ 15) 'vas obtaincd by Sacl digcstion of p\VI\.15 and cloncd into unique .\'ucl 

sitc in the J,:lsA structurat gene contained in pLAFR 1 cosmid (pCD2. I) [ 16]. The Scu:l si te is 90 

bp downstrcam from thcg/sA ATG stan codon. The ncw constructions havc 555 bp prcccding the 

;.:JsA structural gene which pr~sumably conlains thc g/ . .,.,..1 promotcr rcgion as indicatcd by the 

glutaminasc activity rcgulation tbund in CE3/pCD2. I and Lt\.1l6/pCD2. J strains similar to that 

found in thc CFN42 v.:ild-typc strain prcviously rcportcd by Calderón et al [ 16). \Ve selccted two 

constructions that diff"er in thcir oricntation from thc J:/ . .,.,..1 promotcr. onc in the satnc orientation 

(p).."/.v1/GUS) and thc sccond anti-scnse (p,i.:/.\A/SUG). used as a control. The new constructions 

''-'ere rnobilizcd into J<. 1_•1/i CE3 and LM 16 cells by conjuga! matings. 

2 . ../. /J-C i/11c11ro11iúe1sc: cu.:th•i1_v e1 ... ._ .. '"L1y 

P-Glucuronidasc assays ernployed 4-mcthyl-umbcllifcryl-P-D-glucuronide (Sigma} as a 

substratc along with sonicated ccll extracts as described elsewhere [17]. Samples of' 100 ~ti \.vere 

taken at three time points bct,veen 5 and 20 min and thcn mixed 'vith 900 ~ti of stop buffer (0.2 M 

NazCO_,). Fluorimetric detern1inations wcre madc 'vith a Perkin- Eln1er LS-5 (cxcitation 
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,vnvclcngth 360 nm: cn1isslon wavelength 446 nm). Thc tluorimeter was calibratcd "vith 4-

mcthylumbcllitCr-onc standards. Specitic cnzynte nctivity in ccll cxtrncts "vás cXpr-csscd as 

nanomolcs of 4-mcthylumbclliferone min·• mgP·' - Pr-otcin conteilt was detennined by Bradford 

assays [9]. 

2.5. P11rijice1tio11 cif /'4 et/i g/111c1111i11a ... ·1..• A 

Rccombinant (His..)-glutnminase A produced in E. co/i JM/09/PTAHS \.vas· purified to 

homogcncity by mctal-nflinity chr-omatography as prcviously deScribed'.[ISj~'/' . 

Glutaminase activity was assaycd as describcd elscwhcrc [18]. SynthethD.Se'_ac:liVity ofGS ·was 

assaycd at pH 7 .6 as describcd by Bender et al [ 19). 

2. 7. Po ... ·11ru11. .. "/e11io11al rL-"J.:lllt11io11 rif¡..:l11tcm1i11t1 .... e A 

\Ve cxplor-cd thc possiblc intlucnce of allosteric cffcctors 'on ·cnzl-'.m~ activity of puritied 

glutaminase A. Adcnine nucleotides ATJ>. ADP. AMP .. NAO• nnd NADH (from 0.1 to to ntM): 

glutamatc. antrnonium. tricar-bcxylic acid intcrmcdintcs (2-oxoglutarate .. succinatc. fi.11narate. 

malatc. oxaloacctntc). pyruvate .. glyoxylate. and divalent cations (Ca .. Mg. 1\.1n) (from 0.1 to 50 

ml\.1). wcrc cvaluatcd as allostcric effcctors. 

2.8. Cirou-111 yield "'"' ....,,c.:,·i11c1te co11s11111ptio11 

Succinate consumption vvas measured employing cell-free MM from 20 h gro,vth bacterial 

strains as a substratc for succinate dehydrogenase activity. Oxygen-consumption by succinate 

dchydrogenase activity "vas proportional to non-dcgraded succinate of gro,vth media and '\.vas 

mcasurcd by an oxymcter. Rcaction buffer wns Sucrosc-Hcpcs-EGTA (SHE. pH 7.6) and sodium 

dithionitc was cmploycd as a standard. Succinatc dchydrogenase enzyme '-Vas obtained from 

panially-purilied hcan-tissue sub mitochondrion particlcs_ Succinate consumption "vas calculated 

by subtracting non-dcgradcd succinatc to initial succinatc supplementcd to growth media. 

Bactcrial growth was monitorcd spcctrophotomctrically at 540 nm and measured by total

protcin dctennination according to the mcthod by Lowry et al (20]. 

2. !J. <h·crprrxluctio11 l!_Í I<. ctli ¡..:/11tc1111i11c1sc A e111d Ji:.. c.:oli ¡..:/111e1mi11use A 

\Ve cloncd thc ¡..:lsA gene from R. ctli (that encades for glutaminase A. 18) and thc ¡.:lsA gene 

from E. coli (that encades for- glutaminase A) in the wide-host-range pMMB206 cloning vector 

(Table 1 ). pl\.1MB206 has an hybrid promotcr Tac-lacUVS that nllows controlled expression or 

glutaminases in l'ivo. The R.. ctli ¡.:/ ... A gene was amplified by PCR with oligonucleotides that 
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introduce new rcstriction cnzyme sites at both sirles of the structural gene (HumH 1 and llil1'11ll 

sitcs. rcspcctivcly; 18). Thc /~. coli glutnminasc A gene amplilicd by PCR ·was cloncd into 

pUC18 Huml-ll-1!.L.·oRl sitcs. (Oligonuclctidcs 11 and 12). Thc cloncd gene was transfcrrcd to 

pr-..1MB206 into Hc1111H t-Hi11dlll sitcs. The designed oligonucleotidcs \.vcrc namcd as follows: (5" 

to 3'): 11.-CGCGGll. TCCATG TTAGAT GCAAAC; 12.-CGGAAT TCAGCC CTTAAA 

Cll.CG. 

Gro\.vth dcterminations of CE3 (\VT) and LM 16 mutant and of both strains carrying p6¡.:/.,A or 

p6¡.:/sAcoli werc done in PV and MM. For MM we tested glutaminc-succinntc. amn1oniun1-

succinate and glutamine as nitrogen and carbon source. \.Vith and \.Vithout IPTG as induccr. GS 

and glutaminasc activitics wcre dctermined for cach strnin. 

3. H.esults 

3.1. 1i-t111scriptio11al rcJ:11futio11 ofg/111cu11i11e1.,·c A 

To cvaluate the trascriptional r-egulation of¡.:/sA. we constructed transcriptional tUsions with thc 

11ic/A2-tu1d cassette and J.:/.<t;A promoter. GUS and glutaminasc enzy111atic activity dctcnninations 

·werc pcrformcd for CE3. L~·116. CE3p.i:/.,-A/GUS. Ll\.-116p,.s.:1sA/GUS. nnd the antiscnse 

CE3p}.,"/sA/SUG and Ll\.116p;:/s.A/SUG R. ctli strains. All strnins wcre grown for 16 or- 24 h in 

~11\.1 \.Vith ammonium-succinate. glutamine-succinatc or glutaminc as nitrogen and carbon 

sources. GUS activity of CE3p,.s.:/.,A/GUS for thc different growth conditions \.Vas directly 

corrclatcd \.vith glutaminase activity of the same strain (Fig. 1 ). The expression of J.!/.,A rcached 

maximal valucs in thc presencc of glutamine and during thc cxponential growth phase. while its 

cxprcssion dccrcased in thc stationary phnsc. LM l 6p}.."/sA/GUS sho\.ved similar- activity values as 

CE3p}.,"/sA/GUS. cxcept in glutamine as sole carbon and nitr-ogcn source. wherc it did not gr-ow 

(data not shown). Strains with thc anti-sense constructions (CE3p.s:l.'\A/SUG and 

Ll\1l6pJ.:/sA/SUG) cxhibitcd activity belo\.v 20 nrnoles min" 1mgP"1
• lor ali conditions (not sho\.vn). 

Thc cxprcssion ol .i:lsA (GUS) undcr ditTcrent growth conditions cor-relatcd with glutaminase A 

activity as shown in Table 2. ?\.1aximum glutaminase A activity and glsA cxpr-ession~ taken as 

1 OOo/o. \.Vcrc shown in media \.VÍth glutamine as sote car-bon and nitr-ogen source. \.Vith glutamine 

as nitrogcn sourcc. }."ISA cxpression was high indepcndently of the carbon source. With glutamate 

as sale carbon and nitr-ogen source. glutaminasc A activity is similar to that observed in 

glutamine. while GUS expr-ession is 30o/o lower. which could be due to glutamate conler-s 

stability to thc enzyme as we showed prcviously [ 18). Glucose exerted a ncgative influence in 
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both activitics in comparison to succinatc as carbon sourcc. GlutarTiinase A activity nnd GUS 

cxpression under thc tested grov.rth conditions wcre conside-rablc su-ggcstiñg tl~at glutaminnse A 

activity is important for thc mctabolic turnover of nitrogenous cotnpounds (tbr inStancc. ntnino 

acids) during the exponential gr0'\\1:h phase. and to mantnin the optimnl balance bc:nveen 

glutaminc and glutamate as wc rcported previously [5) 

.3 . .2. Allo.wcric.: control r!r R. ~J/i J,:l111cmli11a."iC A 

Glutaminasc A was puriticd to homogcneity by recombinant mcthods [IS]. Thc kinctic 

paramctcrs werc dctermincd (Knt and Vm) and tite intlucnce of probable allostcric modulators. 

testcd. Thc products of glutaminase A activity -glutamate and ammonium- did not inhibit 

enzymatic activity; morcovcr. ammonium nctivatcs glutaminasc A (Ka=l m~1). Glutaminasc A 

'\Vas not modulatcd by ATJ>. ADP. A~1P. NADº. NADl-I. or divalcnt cations. as orposcd to E. 

c.:oll glutaminasc B activity. 'vhich is altcred by thc prcscncc of adcninc nuclcotidcs nnd divnlcnt 

cations [25 J. t\.1ctabolitcs thnt influcncc purificd gluta111inasc A activity are sho\.Vtt in Table 3. 

lmportant inhibition is cxcrtcd by 2-oxoglutarate and pyn1vatc (60 and 50o/o rcspcctivcly). 'vhilc 

oxaloacctatc and glyoxylate bchave as positivc modulators ofthc enzymc (incrcasing its activity 

by 30o/o). Thc sigmoidal kinctic bchavior of glutaminasc A suggests coopcrativity bct'\vccn 

subunits. and i1s analysis rcsuhed in a Hill cocflicicnt of 2 (not shown) . 

.3 . .3 /11 vil-o c..·011trolled exprc.o,;.•iion <!f R. L'fli }:lfllctmi11u,,·e A une/ E. co/i J,:flllcm1i11u.\·t.! A in C/~3 u11d 

l..A-1 Jf'I strain.,·. 

Glutaminc cycling suggcsts an important loss of encrgy duc to glutaminc degrndation by 

glutaminasc A and glutamine re-synthcsis via GS. This encrgctic cost could ntlCct gro'\\1h yicld 

or bacteria! fitncss unlcss thc participating enzymcs '\VCre subjcct to transcriptional nnd/or 

posttranslational antagonistic control. In this sensc. thc comparativc growth yicld ofCE3. L~t 16 

and ovcrcxprcssed glutmninasc A strains providcd information about control 111cchanisms and thc 

cncrgetic cost dueto the overcxpression ofglutaminasc A activity. Considcring that the cfl""cct in 

bactcrial yicld and fitness in enzyme-ovcrcxpresscd strains (i.c. glutaminasc A) could be due to 

overexpression pcr _...<! and not only to cnzymatic activity. ·we constnictcd the plasntid p6.i:h,-...f coli 

(p~tl\1B206 harbouring the /;;. co/i glutaminase A stnictural gene) as ovcrexpression control 

(Table 1). E. c:oli glutaminase A has similar size to R. e/Ji glutaminase A (310 and 309 amino 

acids. rcspcctively). E. c:o/i glutaminasc A is active at pH S. whilc at physiological pH (6.8-7.2) it 

is inactive. 
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Gro,vth kinetics 'vcrc dctcrmincd of CE3. LM 16. CE3p6.1:1sA. LI\.116p6g/.,rt. CEJp6.s:/s...tcoli 

and LI\.1 l6p6g/s..-lcoli strains in l'V and MM with anunonium-succinatc. gluuunine-succinate and 

glutamine as carbon and nitrogcn source. In PY and glutamine-succinatc. strain gro\vth did not 

show significant ditTcrenccs. In Mf\.1 with glutaminc as solc carbon and nitrogcn sourcc. CEJ. 

CE3p6}.."/s...t and CE3p6g/sAcoli strains showcd no signiticant ditli!i-cnces in gro,vth. LM 16 does 

not grow on gluta1ninc as solc carbon and nitrogen soui-cc bccause it has no glutaminase A 

activity (5.6]. Lf\.1l6p6.1."'-'"'A:coli. dcspite containing thc E. coli gluta111inasc A plasmid. did not 

grow on that mcdiun1: glutaminasc activity was dctern1ined. and LI\.116p6}.."/.,·Acoli sho,Yed high 

glutaininasc activity at pH 5 .. which was undctectable at physiological pH (it can thei-cfore not 

complcmcnt thc lack of U. c:tli glutaminasc A) (data not shO'-Yll). In f\.1M 'vith anunonium

succinutc as nitrogcn and caa-bon soui-cc. gi-owth of CE3. Ll'v116. CE3p6J.:'fsA and CE3p6~/.,Acoli 

strains did not i-cvcal signilicant differcnccs (Fig 2. panel A)~ on nddition of0.05 mM IPTG ns 

induccr of thc cxpi-c:.;si1..-in of thc genes >:/.\-,-1 (U.. c:tll glutaminasc A) and g/sAcoli (/! •. c:oli 

glutaminasc A) an important i-cduclion is obsci-vcd in thc gn.:nvth ofCE3p6).:/.vl. strain. but not of 

CE3p6.i:/.,·,-lcoli (Fig. 2. panel U). Thc cncrgy cxpcnditui-c of strains 'vith plasn1id pt...1?\.'1B206 do 

not i-cprcscnt obscrv¡1blc intlucncc on gro,vth. Also. the induction of /.;. co/i glutaminasc A in 

CE3p6J:/.,.,..tcoli. as 'vcll as in CEJpt...1I\.1B206 and Lt...1 l6pMMB206 did not show significant 

ditlCi-cnccs in ga-O\'-'l.h 'vith n..~spcct to CE3 and Ll\116. while thc dccrcasc ofncarly 50% in gi-o,vth 

of CE3p6g/sA strain may be ascribcd to ovcrcxpression of glutan1inasc A activity. which causes 

glutaminc dcgrndat ion to be vcry cfficicnt with the concomitant rise in i-e-synthcsis via GS. 'vith 

A TP and i-cducing powci- consumption. 

Thc diffcrcnccs found in thc growth kinctics of thcse strains lead us to detenninc their growth 

yicld (Table 4). CEJ. LI\.116. CE3p6J.,""/sA and CE3p6).!'/.,A:coli strains '"'ere grown in MM '-Vith 

ammoniun1-succinatc as carbon and nitrogen soui-cc tbr 20 h. with and 'vithout lPTG as 

ovca-cxpi-cssion induccr. Total protcin was quantificd as gro\vth parmnetcr and succinate 

consumption ¡1s indicatcd in l\tatcrials and f\.1ethods. The ratio betwecn succinate consu1ned and 

111ici-ograms of total protcin pi-oduced 'vas taken as thc yield. considering CE3 as 100%. \Vhen 

strains werc gn..nvn on amn1onium-succinate no significant diffci-ences 'vea-e observed in the yield 

of CEJ and CE3p6}.."/sAcoli. Lf\.116 sti-ain showed a slight but constant increment of 7%. ,vhile 

CE3p6J:/.,A sho,vcd a dccrcasc of 14% with i-espect to CE3 even in absence of IPTG (Table 4). 

Plasn1id pl\1MB206 has a low copy number and its basal expression is low because it contains the 

8 
TESIS C~ 'T 

FALLA DE v_~..::~EN 



geno:: that codcs for the rcpressor lc1cr (26). \Vhcn grown on ammonium·succinatc + 0.05 m~1 

IPTG. LM16 showcd a 12o/o higher yield than CE3. 'vhilc a much largcr dccremcnt in yicld 'vas 

obscrvcd in CE3p6}.!'/sA ot"up to 42o/o 'vith rcspcct to CE3 . .Succinatc consumption ofCE.Jpbgl,·A 

and CE3p6,1:-J.,-Acoli strains was equivalent and slightly lowcr tu that of CE3 ( 178. 172 nnd 200 

J..lmoles succinnte m1· 1 rcspcctivcly) while total protein production of CE3p6gb·A \Vas clcarly 

lowcr (40 VS 7S ~lgP mr 1 ofCE3) . 

.3 • .J. <IS c111cl ).:l1tt11111i11ct.\"c! ctc..•ti\•ity rif(·¡.:;3, l.A1 lfi. CE3pfiglsA a11tlCE3pfigbAc..·o/i Mrctills 

Ditl'"ercnccs bctwccn bacteria! gro"rth of CEJ and CE3p6,s.:/sA in thc induction of glutan1inase 

A ovcrproduction (Fig. 2 panel B). as , ... e11 as diffcrcnccs in their growth yield (Table 4) suggcsts 

an incrcasc in thc spccd of break do,vn and re·synthcsis of ghttamine. \.Vith thc con$cqucnt 

cncrgctic cost which translatcs as lo\v yicld in CE3p6g/.\A strain. Thcrcforc. glutaminasc and GS 

cnzynrntic nctivitics wcrc dctcrmincd of CE3. L~1l6. CE3p6g/sA nnd CE3p6g/sAcoli gn ..... wn for 

20 h in ammonium.succinatc .. "\'l•ith and ""'ithout IPTG. 

Glutaminasc and OS cnzymatic activitics of thc diffcrcnt strains are slu....,,vn in Table 5 The 

lack ofglutaminasc A in Li\.116 is rctlcctcd by its lo\v glutnminasc activity. which docs m .. "'lt alter 

thc GS activity whcn comparcd with activity found in CE3. CE3p6).:/.\-A without induccr shows 

thrcc tin1cs more glutarninasc activity than thc wild typc. which docs not have an cfl'ect on GS 

activity cithcr. l lowcvcr. ovc.-cxprcssion of glutnminasc results in 1 S times highcr activity .. \.vhich 

causes an important incrcasc in GS activity (from 3 to 15 mnolcs rnin· 1 mgP'"1
). This sho,vs that 

whcn glutaminc catalysis is incrcascd. its synthcsis is inc.-cased \.Vith thc consequcnt cncrgy cost 

·which translatcs as a dramatic dccreasc in gro\.vth (Fig. 2). Ovcrexprcssion of E. ,_.,.,,¡; glutan1inase 

A did not produce significant changcs in cnzymatic activity ofglutarninase or GS (Table 5) 

.a. l>iscussion 

In R.. et/i, ammonium assimilation and glutaminc synthesis is carried out by thc GS-GOGAT 

pathway and glutaminc is dcgradcd by various cnzymcs. among them glutaminase A.. \.Vhich 

givcs origin to a futile cyclc of simultancous synthesis and break down of gluta1nine with ATP 

consumption (8]. It has becn suggcstcd that glutamine cycling is ncccssary to maintain the 

continuous use of ATP to gcncratc an cffcctive tlow ofcarbon for gro,vth (27.28]. The internction 

bctwccn carbon mctabolism and glutamine synthesis has been shown: in glutantine-succinate. 

gluta1nine synthesis favours thc use of succinatc. \.vhile in gluta1nine -where it is present in 

excess- its synthcsis is rcstricted and it is used as source of energy (5.8]. However. in 
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amrnoniurn-succinate. glutarnine cycling has no apparent tlmction. Glutamine cycling is a very 

attractive n1odel of n1etabolic regulntion. in which glutan1inc biosynthesis and thc rcgulation of 

as·s has been extcnsively charactcrized. howcver. the catabolic path,vay has not becn studied. 

and this is why wc investigatcd thc rcgulatory mcchanisms that operate on glutaminase A. 

Glutaminase A is the enzyn1c ,..,ith the grcatcst glutamine catalysis capacity; it is indispensable 

for use of glutaminc as carbon source and to maintain the intracellular balance of the universal 

donors or nitrogen. glutamine and glutarnatc [S]. 

Enzymatic activity of glutan1inasc A varies undcr ditl'"erent culture conditions. the highcst 

bcing in prcscncc of gluta111inc and during thc cxponcntial gro,vth phasc (Fig. 1 ). Expression of 

;:/.••A is induced by thc prescnce of glutamine in the culture medium and varies in the diffcrcnt 

growth phases in direct corrclation ,..,ith glutaminase A activity (Fig. 1 ). lt is important to 

mcntion that ;.:ls.-.1 cxprcssion is largely prcsem undcr ull tcstcd grow·th conditions. which suggcsts 

that glutaminasc A is a kcy cnzymc in thc nitrogcn n1ctabolism of the bncteria (Table 2). 

l\.1aximnl induction of >:lsA "vas obscrvcd in glutamine as sole carbon and nitrogcn source .. a 

condition in "vhich glutaminc synthesis is inhibited and. thus. cycling is rcduccd allo,ving the use 

ot- thc glutan1inc carbon skcletons while ammonium exccss is sccrcted to thc culture mcdiun1 

(5.8}. In glutaminc·succinatc. J..:b:A expression as wcll as enzymatic activity of glutan1inasc ,.'\. is 

also high. which allo,vs the use of glutan1inc as carbon and nitrogcn source. although it has been 

dcmonstratcd that R.. ctli oxidizes succinate in pretCrencc to glutaminc [8]. In this gro"lth 

condition. GS 11 is induccd. thus. glutan1ine cycling is proposcd as a reaction to dissipate energy. 

that helps drivc thc utilization of succinat~ (8.12 .. 29.30]. In ammonium-succinate. >:J...·A cxprcssion 

and glutaminasc A cnzymatic activity are lowcr comparcd to thc prcvious conditions~ in spite of 

this. glutamint: synthcsis and break do,vn occur simultaneously as shown by Encarnación et al 

(8). Thc prcscncc of glutaminasc A in thcsc conditions has no apparcnt significance but thc 

useless cxpenditurc of cnergy. unlcss regulatory mechanisms exist that n1aintain the enzymatic 

activity of glutaminase A at basal levcls or thcrc is antagonistic control between GS and 

glutaminase A activities. Considering the need to define the mechanisms that rcgulate thc 

glutaminase A enzymatic activity. wc detcrmined the intluence of possible allostcric modulators. 

lnhibition by 2·oxoglutarate and pyruvate (Table 3) suggests a strong relationship between 

carbon metabolism and glutamine utilization. \.Vhcn the amount ofavailable carbon increases. the 

concentration of pyruvate and 2-oxoglutarate does so as well and this inhibits glutaminase A 
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activity nllowing glutamine to be used by an ahernative pathway (far examplc. the glutmninc-ro

amidase transan1inasc path'\vay) as nitrogcn donor. using 2-oxoacids for the synthesis of amino 

acids. as in.\: c:ere\•i ... iae [J l ]. On the other hand. '\Vhen the amount ofavailnblc carbon decrcnses, 

GS activity falls and thc withdra'\.val of TCA cyclc intcrmedintes for anabl.'llis1n should be 

replaccd. Rhizobia contain a variety of anaplerotic enzymes '\.vhich function in this capacity (28]. 

In this scnse. oxaloacetate and glyoxylatc could be incorporatcd to TCA cycle by aspanate 

catabolism and the glyoxylate bypass. respcctively (32]. Concomitantly. glutaminase activity 

increascs to allo'\.v glutaminc can be uscd as carbon sourcc. Activation of glutaminasc A by 

ammonium allo'\VS bactcrial grow1h on glutamine. a condition in which largc an1ounts of 

anunonium are secrcted [S]. Evaluation ofthc growth yicld ofCE3 and of L~116 in amn1onium

succinatc rcvealed a yicld fi.--ir L~1l6 g.reatcr in 7o/o with rcspect to thc \VT. which suggests that 

gluta111ine cycling implics an important cnergy cost for bacteria. lf '\.VC n1anipulate glutaminc 

cycling by ovcrcxprcssion of thc glutaminasc A activity undcr thc control of nn inducible 

pron1oter. we can ovcrcon1c thc rcgulatory rncchanisms of the enzyn1c ut transcriptional ami 

allostcric levcl. "vhich allow" us to amplify thc cnergctic cost of cycling. An increase in thc 

cxprcssion of glutaminasc A causes a rise in GS activity in thc strain CE3p6.i:/.,r1 (Table 5) and n 

dramatic dccrcasc in growth (Fig. 2). Thc füll in growth ofCE3p6.t,"/sA is spccitically attributed to 

thc clcvatcd glutaminase A activity. and not to ovcrcxprcssion per ·"·c. since it '\vas u sed as control 

E. '-"oli glutan1inasc A overcxpression. which '\.vas cloned and overcxprcssed in the same vector. 

E. co/i glutmninase A is not active at physiological pH. therefore. cycling did not increase nor 

prescnt significant inOuence on the yicld ofCE3p6.s.:l.~co1i with respect to the \VT (Table S .. Fig. 

2). 

The habitat of R. erli is soil and it can establish a symbiotic relationship '\.VÍth P. w1/J:C1ris. In 

free life. nutrient conditions may vary imponantly and bacteria must therefore maintain a 

mctabolic plasticity that allows them to confront thcse changing conditions. adapting as quickly 

as possiblc to thc new metabolic conditions. In this context. '\.Ve propase glutamine cycling could 

be a mechanism that allo,vs bacteria to direct their metabolic flow towards the use ofalternative 

carbon sources (amino acids. specifically glutaminc) when other sources are not available orare 

limiting; or else. '\.Vhen the carbon source is not a limiting factor. to redirect the metabolic flow 

towards the biosynthesis of amino acids or othcr nitrogen metabolites from glutamate or 

glutamine (Fig. 3). lf carbon sources (as succinate or glucose) are available there is a rise in 
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pyruvatc and 2-oxoglutaratc. which inhibits thc break do.wn of glutamine by .glutam.inase A and 

allows it to be used in the biosynthesis of amino acids and other nitrogcn compound::L lt~ the 

carbon sourcc bccomcs thc limiting factor. glutaminc can be uscd as carbon sour..:e nnd 

glutaminasc A exprcssion is induccd. enzymatic nctivity incrcaso:s and this lt:ads to b;1..:tcrial 

gro\\1h. 

Gluta1ninc cycling caused an encrgy loss tlmt. undcr optimal nutritional conditions. such as 

thosc providcd in thc laboratory. does not imply important physiological significance: howevcr. it 

could be selected to allow bacteria to adapt to thc changcs in nutritional conditions. in spitc '"""fthe 

cnergetic cost it reprcscnts. 
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Strains 

!':. co/i 

517-1 

JMI09 

R. f!t/i 

CFN42 

CE3 

LM16 

Plnsmids 

pTrcl-lis 

pWMS 

pLAFRI 

p~1I\1B206 

pCD2.I 

Ti\ULE 1. Bacteria! strains and plasmids uscd in this study 

Rclcvant phcnotype Rcfcrcnces 

recA. en.clA. thi, hw.JR. RP-2-Tc::?\1u::Tn7. Tpr. Sntr 

recA l. re/A l •. <tupE-1-1. 6(/ac-proAJi). [F'. tru/)36. 

pro.AH. lacr1ZMil5_/ 

\Vild typc. Nalr 

Dcrivativc ofCFN42 wild typc. Nalr. Stnr 

Dcrivativc ofCEJ. Kl..,-A::TnS. Nal'. Sntr. Km' 

1-lis-rng cxprcssion vector. Ampr. Cbr 

Dcrivativc ofpUCIJ 18. n uic/A2-uuc/A. Spr. Sntr 

\\'idc-host-rangc cloning cosmid. moh .... Ira-. J11c.!
0

• Ter 

\Vidc-host-rangc cloning vector. Cmr 

2. 1 Kb Hindi 11 fragment containing R. f!t/i J,:J .... -A gene in 

pL/\FRI 

21 

22 

23 

23 

7 

lnvitrogcn 

15 

24 

22 

16 

pJ:/ . ..,A/GUS Dcrivativc ofpCD2. I. gl....-A :: uiclA2-t1t1clA This \.vork 

PKls...t/SUG Thc sarnc as pKlsA!GUS anti-scnsc uic/A2-cuu/A cassc:ttc This \.vork 

p6;.:/ . ..,A Dcrivativc ofpl\.1:'\.1B206. n R. f!tli J.:lsA gene. This work 

p6;.:/sAcoli Dcrivativc ofpl\.1l\.1B206. n E. c:o/i ,_..J....-A gene. This work 
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TABLE 2. Glutaminase A and Jl-glucuronidase activities_ of<;EJp~/sA/GYS st.rain in ditl'"ercnt 

gro\.vth conditions 

Nitro.sen and 

carbon source• 

Glutamine 

Glutaminc-Succinate 

Glutaminc-Glucose 

An1111onium-Succinate 

Glutamatc 

Nitrntc-Succinatc 

Glutamatc-Succinatc 

Aspartate-Succinate 

• 10 ml\1 cach on Ml\1. 

Glutaminasc A 

activity (o/o)r..-

100 

so 
60 

55 

100 

75 

so 
so 

J3-glucuronidase 

activity (%)e 

100 

88 

72 

70 

70 

67 

60 

60 

Activity from protein extracts ofstrains atlcr 16 h ofgro,vth. 

<: J\1aximum activity for both enzymes \.vas found in glutamine as a 

sol e carbon and nitrogen source and \.Vas considered as 100%. 
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TABLI:!. .3. Allostcric etTcctors ot'U. ,..,¡; glutnminasc i\ 

EfTector Conco; 

Oxaloacctnte JO 

Glyoxylnte JO 

2-oxoglutarntc 10 

0.1 

Pynivatc 10 

Fun1arate 

~ EfTector conccntration in 111~1. 

~1odulntion 

Positivc 

Positivc 

Ncgativc 

Ncgativc 

Ncgativc 

o/o ofn1odulation"' 

30 (5) 

30 (S) 

60 (13) 

30 (6) 

20 (7) 

50 (JO) 

20 (4) 

30 (9) 

• Percenlngc ofspccitic nctivity incrcmcnt/dccrcmcnt 

in rcfercncc ofCE3 dialyzcd cxtrnct without cffcctors. 

SO is sho·wn in parcnthcsis. 

'l'Pl"'TCI Í - --~~ . lL.JlU ·~ · 

FALLA ,- ·-____ EN 

IS 



TABLE 4. Growth yield and succim1tc consumption ofU. ctli strains 

Strain Gro'\vth 

condition 

µgP mr 1 Succinate 

consumption• 

J.tmolcs succ Yicld l 0 ó) 

J.lgPº 1 

c~----~iñ~onili;n:--·-··-·s:r{7)'--·--···--¡s2··ci}·--·-··--·-· --2_-¡7 .. ·······-····-··-·¡-·a·cf-··-

LM l 6 Succinate 82(4) 166(5) 

CE3p6,t:/sA 67 (10) 169 (4) 

CE3p6;.:/.\¿.fcoli 

CE3 

LM16 

CE3p6,t:/.,A 

CE3p6;:/sAcoli 

An1111oniun1· 

succinate + 

0.05 m~1 IPTG 

81 (6) 

78 (5) 

71 (6) 

40 (9) 

67 (6) 

176 (11) 

200 (8) 

162(18) 

178 (11) 

172 (17) 

2.02 107 

2.5:? 86 

2.17 100 

2.56 100 

2.28 112. 

4.45 SS 

2.57 99 

•Exprcsscd as J.ltnolcs succinatc mrª. Ali determinations wcre done from prott:in extracts "-"f 

strains af\cr 20 hours ofgrO'\.'-rth in ~tJ\ .. 1. Standard crrors are sho'\vn in parcnthesis. 
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TABLE S. Glutaminasc and GS activities of U. ctli strains 

Glutaminasc activity"' GS activity • 

Strain + IPTG +IPTG 

CE3 58 56 2 2 

LMl6 10 8 2 3 

CE3p6glsA 146 827 3 15 

CE3p6glsAcoli 57 59 3 3 

ª Exprcsscd as nmol ammonium min· mgPº . 

h Exprcsscd as nmol y-glutamyl hydroxamate min· 1 mgP· 1
• 

Ali dctcrminations wcre done from protein cxtracts or strains afier 20 hours of gro\.vth 

in ammoniu111-succinatc. The data represent thc meaos ofat least three ditTercnt 

dctenninations. with a standard deviation of< 5 o/o. 
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A 

Amni-Succ Gln-Succ Gin 

B 

Amm-Succ Gln-Succ Gin 
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A B 
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o 4 e 12 16 20 o 4 12 16 20 

Gro"'-'lh 1i1ue (h) 
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a) .t\vailablc carbon: 

GS 

2-oxoglutarate ~ glutmnatc ~ ...,_ gluta1nine • 
b) Limitcd carbon: 

2-oxoglutaratc ~"',....,..... . ., 

.li 
K.rchs cyclc 

glutmuina~ A 

Biosynthcsis 

GS 

glutmnatc ~'P'7&3 ::luta1ninc 

23 
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FIGURE LEGENDS 

FIG. 1. (A) Glutaminase and (B) Jl-glucuronidase activitics of R &!lli CE3p,L:"b•..-t/GUS. Enzymatic 

activitics wcr-e detcrmined from bacterinl cxtructs grown at 16 h (exponcntial plmsc) and 24 h 

(stationary phasc) in thrcc difl'"ercnt Ml\.1. Both acth.;itics are cxprcsscd as nmoles min·1 n1gr·1 

FIG. 2. Gro,vth kinctics of' • CE3. • LM 16. • CE3p6;:/ ... -A (carrying. R.. clli glutmninasc A) and 

X CE3p6,L:"/s.Acoli (carrying /~ coli glutantióasc A} strains. Each strain \.vas gro,vn acrobically in 

A) ammonium-succinntc or B) ammonium-sliccinatc _+.O.OS mM IPTG. Gro·wth kinctics wcrc 

done m lcast thrcc times. Reprcse!'táti~.':! rcsults are shOwn._ 

FIG. 3. ~1etabolic tlow ofgiUtaminé-..:Z-tHizatfori 

a) \Vith carbon availabÚity.· the_ flow._.is _directe~ to the biosynthcsis ofnitrogen compounds. 

b) In case oflimited carbon. the tlo'\v is directcd towards the Krebs cycle. 
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