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RESUMEN .

La glutamina, uno de los productos primarios de la asimilacién
de amonio, tiene un papel centra) en el metabolismo nitrogenado. El
nitrégeno amido y amino de la. glutamlna pueden ser utilizados en la
sintesis de aminoécidos, mientras que el nitrégeno amido puede ser
usade también en 1la s:ntesis; de nuclebtidos, amincazficares Yy
cofactores (1). -

En algunos microorganismos se ha propuesto a la glutamina como
el correpresor del catabolismo nitrogenado (2,3). En Neurospora
crassa se ha estudiado la sintesis y degradacién de la glutamina
Yy Se propusoc que la sintesis de la glutamina y su degradacién dan
origen a un ciclo, donde este aminocicido es degradado vy
resintetizado (4). Se sugiere que este ciclo puede contribuir a un
gasto energético para una oxidacién éptima de esqueletos de carbono
en el ciclo de Krebs y puede ser un punto importante de control
para coordinar el metabolismo de nitrégeno y carbono (5). El
estudio de la asimilacién de la glutamina en Rhizobium etli, un
microorganismo de gran interés biotecnolégico para nuestro pais,
debido a que esta bacteria fija nitrégeno en simbiosis con 1la
leguminosa Phaseolus vulgaris (frijol), nos permitira conocer la
degradacién de la glutamina en R. etli en vida libre y en simbiosis
con P. vulgaris.

Nosotros hemos encontrado gue en R. etli la glutamina es
degradada por la via de la transaminasa de glutamina, la -
amidasa y por la glutaminasa. Se determiné la actividad de la

transaminasa de glutamina, la estequiometria de la reaccibn, su
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- especificidad por 2-oxoﬁcidos y su, regulaclén. Se encontré que la .

E'nr 'baétéroides de R. etli se

la

‘ ow -amidasa,v la“ -glutaminasa y la glutamato sintasa y se encontré
gue la actividad de 1a glutamlnasa es la mas elevada. . )

Los resultados obtenidos sugieren que 1a vié 'de »lé
transaminasa de glutamina y la @ -amidasa tien:e un pépe]:
importante en la sintesis irreversible de la glicina y‘alanina.y
que la giutaminasa tiene un papel fundaine-ntql' en .la dégra@aéién de
la glutamina a esqueletos de carbono, éuaﬁdo‘»:}é‘-.'bac{:eriz; 'ﬁ‘tiliza
este aminofcido como fuente de carbono 6 en .lilﬁit':acién de carbono.
La alta actividad de la glutaminasa encontrada en los bacteroides
sugiere que la degradacién de la glutamina a esqueletos de car>bono

puede tener un papel importante durante la simbiosis.



IN'I‘RODUCCION )
El nitrégeno es un elemento importante para los seres v:.vos

d@ebido a que forma parte de la estructura de ECLdDS nucléicos,-

osférico, aumentando de estafmanera 1la cantidad de

un nﬁm_ero de transformaciones que

6mpugéi;oé organicos, inorgénicos y volatiles, que

liciclo. del nitrégeno. Este puede iniciar con 1la

mineralizaciﬁn del nitrégeno, en donde parte de la gran reserva de
complejos organicos en el suelo (humus) es. descompuesta Yy
) convertlda a iones inorg&nicos (amonio y nitrato) , gQue son usados
’por 1as plant‘.as. El nitrégeno orgénlco es minerallzado por
'organlsmos heterotréficos, principalmente bgctérias amonificantes
y héngos de descomposicién. v
En la amonificacién, el amonio es formado a partir de
compuestos organices, ya que es el producto final de la excrecidn -
animal y casi todo el nitrégeno inorgdnico fluye a través de este
compuesto. La mayoria de los productos de degradacién son
reasimilados en los sistemas ocednicos y terrestre. La liberacién

de amonio puede ocurrir en condiciones aerébicas y anaerdbicas; la
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primera en ‘el suelo y: ‘la segunda en sedimentos de océanos y 1agos.' :
La nitrificaciﬁn consist:e en’ la ox:.dacibn del amonlo a

nitrato, la nittificacifm autotréfica es desarrollada por bacterias'

del tipo gram negativas de 1a familia Nitrobﬂctez‘iaceae.: Lcs
organismos en’ esta familia son’ capaces de  obtener’ todos - susS.
requerimientos energéticos, para su crecimiento, de la oxidaci@n-de“'
amonio o nitrites. ‘

Las bacterias quimiocautotréficas del género Nitrosomas son.n
consideradas las bacterias representativas que oxidan amonio a
nitrito. La serie subsecuente de reacciones que conducen a nitrato .
son desarrolladas principalmente en el medio por 1la bacterié
autotré6fica Nitrobacter.

El nitrégeno, una vez en forma de nitrato, puede perderse del
suelo de varias formas. A causa de su solubilidad en la solucién
del suelo, el nitrato se mueve fdcilmente colecandose por debajo de
la zona de penetracién radicular. El nitrégeno y el amonio seré&n
excluidos para satisfacer la demanda de nutrimentos de la cubierta
vegetal y por la desnitrificacién, en donde bacterias como
Pseudomonas desnitrificans convierten el nitrato en mondéxido y
nitrégeno molecular, que escapan a la atmésfera. Un sexto del total
del nitrégeno es perdido por la desnitrificacién y es compensado
por el nitr&geno atmosférico que es reducido a amonio por bacterias
llamadas fijadoras del nitrégeno, completando asi el ciclo del
nitrégeno (8,9).

La fijacidén del nitrégeno es un proceso limitante y con alto

costo energético, y por lo tanto es escaso en la corteza terrestre.
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Una lmportante cantidad del nitrégeno es fijado pDr bacterias del

vida libre que fijan nitrﬁgen
embargo, el gasto de energia la

eficiencia de estas bacterlas comparada con la fijacién de

nitrégeno simbidtica y contrlbuye sélo con.un quinto del nitrégeno
fijado. Una pequefia contribucién de la fijacién de nitrégeno es el
resultado de procesos abiéticos (10,11). '

Pebido a su escasez, el nitrégeno disponible en el suelo para
ser utilizado por las plantas es uno de los factores que limitan la
agricultura, es por esto gue los suelos deben ser fertilizadoes
constantemente, aumentandose asi la demanda en la produccién de
fertilizantes (12).

El proceso de Haber-Bosh para la produccidén de fertilizantes
requiere un gasto muy grande de energia ( altas temperaturas y
presiones), es un proceso costoso (transporte, almacenamiento y
aplicacién) y representa un potencial negativo en la salud humana
y del medic ambiente, esto ha dado como consecuencia, gque se
concentre la atencién en el estudio de la fijacién biolégica de
nitrégeno, como una alternativa para el incremento y mejoramiento
de la produccién agricola (12).

Actualmente, se pueden distinguir con claridad dos tendencias
en el estudio de la fijacién biolégica del nitrégeno. La primera

con enfoque ecolégico y biotecnolégico de aplicacién inmediata, la
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cualléé basa.en-el’ islamiento . de gé'pa ‘con ‘una’ gran . capacidad

compeé‘itiv‘a‘ ﬁé'x;a :

campo para generar paquetes tecnolé_g cos

rhizobianos. A

La segunda tendencia en el estudio de . la fiﬁ'aci&n del
niﬁrégeno, es tener un conocimiento detallado, tanto a nivel
genético como bioquimico de los procesos simbibéticos (organogénesis
de la planta, reconocimiento e intercambio de sefiales, 1la
regulacién dc la erpresién de denes y funciones metabdlicas), que
podrian dar la pauta para ampliar el espectro de nodulacién y
fijacién del nitrégeno a plantas de interés agricola que no pueden
llevar a cabo dicho proceso; incluso se ha planteado la posibilidad
de manipular los genes responsables de la fijacién del nitrégeno e
introducirlos a dichos vegetales, gue los reconozca como propios y
los exprese de una manera adecuada (16,17).

La fijacién biolégica del nitrégeno consiste en la reduccién
de nitrégeno molecular a amonio y se 1lleva a cabo por

microorganismos en vida libre y en simbiosis. Entre las relaciones



-1

simbisticas - tenemos’ -la’ interaccisn: de Rh.izo.bium/:’:cd_n"'plz_s'nt'as

Rhizobium’-leé}ﬁminosa_ es la

r Vtu‘ras éspeé:iaiizadars en fijar y asimilar

-niﬁiﬁgeno : aiieé:s'on lla.l.nédas nédulos, y es aqui{ en donde se

: 11¢=;va"1a"c‘abo la‘fi;jadiél:l ;iel nitrégeno. La simbiosis es un proceso
due se lleyvav‘ a cabo en varias etapas. Cada etapa se puede
caréﬁterizar p;)r la accién de un grupo especifico de genes tanto de
la bacteria como de la planta, gue actfian bajo la coordinacién de
sefiales moleculares gque intercambian el Thospedero y el
microsimbionte (20,21).

Durante esta interaccién, es necesario principalmente, la
expresidén de los genes de nodulacién (nod), los cuales estén
involucrados en las primeras etapas de la interacecién vy
morfogénesis del noédulo; de los genes para la sintesis de
exopolisacdridos y lipo-polisacaridos {exo), Y los dgenes
involucrados en la fijacién de nitrégeno (nif y fix) (22,23,24).

Dentro de las Rhizobiaceas se encuentra Rhizobium etli, la
cual es de gran interé&s biotecnolégico para nuestro pais, debide a
que esta bacteria fija nitrégeno en simbiosis con la leguminosa

Phaseolus vulgaris (frijol).
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Nosotros estamos interesados en conocer la as:l.mllacién de la-

microorqani 5 considerado el corr

'catabéllca nitrogenada (:L 2 3 , 25, 26)

En di,ersos sistemas celulares, ‘se han e’ 3 _do diferentes

enzimas capaces de utll:.zar a la glutamina como sustrato. la

transamidasa de glutamina, 1a glutamato sintasa, la glutaminasa, la
oxidasa'rde L-aminodcidos y la via de la transaminasa de glutamina
Yy la‘ w-anidasa.

Las transamidasas son enzimas que catalizan la donacién del
grupo amido de la glutamina a un aceptor, dando como productos el
aceptor con un grupo amino y glutamato. La mayoria de estas enzimas
utilizan ATP. Asi, el 4tomo amido 'de la glutamina es usado para la
sintesis de los 4&tomos de nitrdgeno amido del NAD y de 1la
asparagina, los &dtomos de nitrégeno 3 y 9 del anillo de purinas,
los grupos aminos de la glucosamina, guanina, citosina, &cideo p-
aminobenzoico, el &tomo de nitrdégeno del carbamilfosfato, el dtomo
de nitrdgeno 1 del anillo del imidazol de histidina y el &tomo de
nitrégeno del pirrol del triptofano (1).

La transamidasa mds estudiada es la carbamil fosfato sintetasa
de Escherichia coli. Esta enzima tiene un peso de 163 kba y esta
compuesta por dos subunidades, una subunidad pesada de 130 kDa y

una subunidad ligera de 40 kDa. La subunidad pesada tiene los
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sitios de unién para amonio, bicarbonato, ATP y los efectores
alostéricos UMP, IMP, ornitina y amomo La subunidad 1igera tiene:

el sitio de unién para el grupo x—glutamil de la glutamina._v B

Aparentemente, las dos subunidades contribuyen a la un; :
glutanina debido a que la subun:.dad ligera, por separadc, tlene una' j‘
paja afinidad por glutamina. bcuando’: las subunida‘des estﬁn"
separadas, la subunidad pesaﬂa es gapaz de catalizar la sini:eé.ié'd_e"
carbamil fosfato a partir de amonio, vpe‘ro no a partir de élutéﬁina.
La subunidad ligera cataliza -la hidr6lisis de. la:glutamina. Los
aspectos estructurales y funcionales descritos para la carbamil
fosfato sintetasa respecto al sitio de unién a la subum.dad 1igera
son caracteristicas generales de las transamidasas. Asi, parece que
el grupo amido de la glutamina se une a‘un sitio que se encuentra
cerca de otro que une amonio (27 28)

La glutamato sintasa es una transamiéasa que cataliza 1la
transamidacién reductiva de 1a glutamina con el 2-oxoglutarato para
dar dos moléculas de glutamato. Esta enzima s6lo se encuentra en
microorganismos y plantas (29,30,31). El hecho de que mutantes de
Bacillus subtilis, que carecfan de la actividad de la glutamato
deshidrogenasa y de la alanina deshidregenasa, crezcan en un medio
minimo (32) y de que en Aerobacter aerogenes la sintesis ge
glutamato deshidrogenasa puede estar totalmente reprimida, sin
afectar la capacidad de este microorganismo para asimilar amonio
llevé a la demostracién de gue existe otra via para asimilar
amonio (33). En esta via el amonio es asimilado por la glutamino

sintetasa para dar glutamina y después la glutamato sintasa 1lleva
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a cabo la transamidacién reductiva de este aminoacido, déndo dos
moléculas de glutamato. o - o

La participacién de 1la glutamato sinta5§ en hon§q:;
filamentosos se demostré por primera vez en Neurospora crassa, con
base en la observacién de que una cepa mutante ‘que caf;ICe:de la
actividad de glutamato deshidrogenasa crece igual:q\AE' una cepa
silvestre en cultivos limitados de amonio (34). La gl\iﬁamato
sintasa de N. crassa se purificé a homogeneidad. Esta constituida
por un sbélo tipe de monémeros de peso molecular mayor a 200 kDa. La
actividad de la glutamato sintasa en un medio con amonio es badja,
comparada con la actividad en un medio limitado de amonio, y se
reprime en glutamato (35). La mayor actividad de la glutamato
sintasa se encuentra en el medio crecido en limitacién de amonio.
Esto sugiere que la via de asimilacién gque opera en limitacibn de
amonio es la glutamino sjintetasa-glutamato sintasa, aunque no se
descarta la posibilidad de que la glutamato deshidrogenasa tambiéﬁ
participe en la asimilacién de amonio en esta condicién, debido a
due se encuentra una apreciable actividad de esta enzima (36).

En R, etli, la actividad dela glutamato sintasa requiere como
cofactor al NADPH, se reprime por glutamato y se inhibe por &cidos
orgénicos. La actividad m&s alta se encuentra durante la fase
exponencial del crecimiento, cuando R. etli utiliza amonio como
fuente de nitrégeno, o nitrato, o glutamina, y durante la fase
estacionaria se mantiene alta y constante. En cambio, cuando
utiliza glutamato como fuente de nitrégeno, la actividad de esta

enzima es baja. La actividad de la glutamato sintasa se encuentra
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cuatro veces mis alta.cuando R. etli utiliza succinato como fuente

de carbono compargdo"‘c ando Tutiliz lucosa 6"frudtosa en un

extracto ‘sin dializ n ializado ‘la ‘actividad es

similar en estas 1é6hd1cione§, por: lo ‘que ‘Se propone un efecto

inhibitorio de metabSlitos’ (

Las ‘glﬁtémi‘nésa‘s son. enzimas que catalizan la desaminacién
hier:Jlitica de la glutamina, dando como productos glutamato y
aménio. Las glutaminasas esti&n ampliamente distribuidas en la
naturaleza: han sido encontradas en mamiferos, plantas, hongos,
levaduras y bacterias. Se ha reportado que E. c¢oli tiene dos
isozimas que se distinguen por su pH 6ptimo; la glutaminasa A tiene
un pH Sptimo de 5, mientras gue la glutaminasa B tiene un pH &ptime
de 7 (38). Saccharomyces cerevisiae tanbién tiene dos isozimas, una
periplédsmica, la glutaminasa A, y una citopléasmica, la glutaminasa
B. Estas isozimas se distinguen por su termoestabilidad, su
sensibilidad a piruvato y 2-oxoglutarato y por su pH Sptimo (39).
En Bacillus licheniformis se ha reportado la actividad de 1la
glutaminasa y se sugiere la existencia de dos isozimas, una con un
pH 6ptimo de 7.0 y otra de 9.0 (40). La glutaminasa tambi&n ha sido
reportada en bacteroides de Rhizobium lupini (41,42).

La glutaminasa mejor estudiada es la de mamiferos, en donde se
ha reportado la existencia de dos isozimas distintas. La
glutaminasa de higado, encontrada inicamente en higado de rata
adulto, y la glutaminasa de rifién encontrada en rifién, cerebro,
intestino y en higado de feto de rata. El1 aislamiento vy

caracterizacién del cDNA de las glutaminasas muestra un 80% de
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homologia entre las secuencias de am1no$cidos de 1as dos 1sozimas, o

también’ s_e_':_ encom:rﬁ que difieren '’ marcadamente
propiedades fisicas, inmunoquimlcas Y en su regulacibn El patr:én
de similitud entre las.-dos isozimas sugiere que probablemente son
codificadas por genes separados (43).

Las oxidasas de L-aminoicidos catalizan la desaminacibn
oxidativa de los L-aminodcidos a su correspondiente 2-oxodcide y
amonio. En microorganismos se han encontrado diversas oxidasa de L-
amino&cidos que son diferentes en su especificidad a L-amino&dcidos,
han sido agrupadas en: las oxidasas que se caracterizan por su
limitada especificidad del sustrato como la oxidasa de L-lisina de
Trichoderma viride, la oxidasa de fenilalanina de Pseudomonas, la
oxidasa de L-glutamato de Streptomyces violascens y Streptomyces
sp, la oxidasa de L-cisteina de Neisseria meningitidis, y 1la
oxidasa de L-amino&cidos de Anacystis nidulans. Otras se
caracterizan por su amplia especificidad de sustrato como: 1la
oxidasa de fenilalanina de Proteus mirabilis, la oxidasa de L-
aminodcidos de Amphiora crassissima, Corynebacterium, Neurospora y
Proteus rettgeri. En este grupo también se encuentra la oxidasa de
veneno de vibora y la de rifién de rata (44,45).

Proteus rettgeri tiene dos oxidasas de L-aminoAcidos. La
oxidasa I que utiliza como mejores sustratos a los compuastos
aromdtices, monoaminomonocarboxilicos, compuestos con grupo
sulfuro, imino y B-hidroxi L-~amino&cidos, es termoestable, y tiene
un pH 6ptimo de 7.6. Y la oxidasa II que utiliza como mejores

sustratos la L-arginina, L-histidina, L-ornitina, L-1lisina y L-
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citrulina, tlena alta afinidad por arginina, es termoestable Yy

tiene un pH 6pti‘mo de
La oxidasa

ox:.dativame t

que present scon hlstidina, que es el mejor sustrat

enzimd. La s

por \in‘l aminoéc o, como simultaneamente de la

L-anu.noacido. Los 1nhibidores de 1la sintesis de

aminoécido, lo -que sugiere que la expresién: de est_
controlada a n1ve1 de su transcripc16n (47) .

La : transaminasa de glutamina cataliza la reaccibn de la»

transaminacién entre 1a glutamina y muy diversos 2-oxoacido.

m1 2
oxodcido de la glutam:.na ‘(2-oxoglutaramato) es hidrqlizado pqi‘f‘una
m—amic_iasa a 2-oxoglutarato y amonio. La transaminasa de glut;‘amina,
a diferencia de otras transaminasas es irreversible in vivo, debido
a gue uno de los productos de la reaccién, e.il 2-oxoglutaramato, no
se acumula porgue es hidrolizado por la e~amidasa. La actividad de
la transaminasa de glutamina y de la w-amidasa ha sido estudiada
en tejidos de mamiferos, hongos, bacterias y levaduras (48,49).
L.a transaminasa de glutamina ha sido estudiada ampliamente en
mamiferos, en donde se reportan tres diferentes transaminasas de
glutamina que difieren esencialmente en su especificidad por

diferentes 2-oxo&dcidos y su localizacién intracelular. Una es la
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transaminasa- de glutam;ma de higado (L) . cﬁyos "mejér;es 'susﬁrétos

son ' la. glutamina,

de’ 1a‘ transaminasa de 1a glu

51do reportada en N. crassa. como la‘via qu
degrada 1a glutamina, debido a que en est
) ac\::.vidad dela glutaminasa (55,56, 57)

: "En. S. cerevisiae tambi&n ha sido estudlada la via de la
transaminasa de glutamina y 1la -am:.dasa. ‘La transammasa de
glutamina fue incrementada en la presencia de glutamina y
disminuida en presencia de lisina o glicina; se sugiere que la
glicina puede ser sintetizada por esta via y gque la glutamina
modula positivamente su actividad (58).

En Neurospora y Saccharomyces se sugiere dque la glutamina
puede ser un punto clave para coordinar el metabolismo de carbono
Y nitrégene (5,56,59). En algunos microorganismos se ha propueste
a 1la glutamina como el correpresor del catabolismo nitrogenado
(2,3) ya qgue su concentracidén determina la utilizacién del
nitrégeno del medio y la velocidad de sintesis y degradacién del

nitrégeno celular. De ellc depende la regulacién de la expresidn
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genética de un gran ntmero de enzimas del metaboliémb nitrogena.do,
de tal manera que es importante conocer tanto la sintesis de 1la
glutamina como su degradacién (60). »

En N. crassa se ha estudiado la degradacién y sintesis de la
glutamina, y se propuso que esta degradacién y resintesis dan
origen a un ciclo (4), el cual puede contribuir a la formacién de
aminodcidos por transaminacién irreversible. E1 recambio
aminoAcidos puede ser una manera de regular répidamente su
coﬂceﬁtraciﬁn intracelular y ésta a su vez, regularia las
actividades de la sintesis y la degradacién del nitrégeno celular.
‘Elycbiciaje de la glutamina puede ser también un mecanismo general
para tomar o liberar el carbono de los compuestos orginicos
nitrogenados. EL ciclaje de la glutamina a glutamate y otros
aminodcidos puede ser una manera de mantener el balance de los
compuestos nitrogenados. También se demostr6é que en N. crassa,
cuando se inhibe el ciclaje de la glutamina a través de inhibir su
sintesis, se disminuye el catabolismo de carbono a partir de
sacarosa. Se propuso también que el punto de interaccién en la
regulacién coordinada, entre el metabolismo de carbono y nitrégeno,
puede ser el gasto de ATP para la sintesis de la glutamina
(4,5,56,57).

El estudio de la asimilacién de la glutamina en R. etli, en
vida libre y en simbiosis, nos permitira conocer la funcién de la
degradacién de la glutamina en R. efli y su posible papel en
coordinar el metabolismo de nitrégeno y carbono, como se ha

propuesto en otros microorganismos. También podrd ser evaluada la
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importancia de la degradacién de la glutamina a esqueletos. de
carbono durante la simbiosis, en donde se ha sugerido .que los
aminodcidos peodrian ser utilizados como fuente de carbonb y energia

en el bacteroide (61,62).
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OBJETIVO GENERAL:

Conocer 1las vias gque partlc:.pav . Ia ésiﬁilaéiéh 'ydé la

glutamina, su regulacién y func:.fm ‘en Rhi obium e tJ. en" ida 11bre
Y en simbiosis con Phaseolus vulgari i relacién que

existe entre la asimilacién de: 1a glutamina y la fijacién de

nitrégeno.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar la actividad de enzimas que p}a_rticipan en la
asimilacién de la glutamina en R. etli 'én vvida 1ibre Y en
simbiosis.

2. Conocer aspectos de la'requlacidn de las enzimas que participan

' en la asimilacién de la glutamina en R. etli.

3. Hacer propociciones sobre la funcién de la asimilacién de la
glutamina en R. etli en vida libre y en simbiosis, y sobre
la relacién gue existe entre la asimilacién de la

glutamina y la fijacién de nitrégeno en R. etli.
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METODOLOGIA
CEPASB.
Se utilizé la cepa silvestre Rhizobium etli, resistente a
&cido nalidixico y estreptomicina, anteriormente clasificada como

Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli, cepa CFN42 (63).

CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Los medios de cultivo se inocularen con la cepa silvestre de
R. etli, previamente crecida durante 14 hrs en medio rico liguido
de PY (extracto de levadura 0.3%, peptona de caselna 0.5%, cloruro
de calcio 0.7 M), con una agitacién de 200 revoluciones por minuto
(rpm) y a una temperatura de 30 °C. Los medios deicultiyo se
inocularon a una densidad 6ptica de 0.05 a 540 nm y se agitaroh a
200 rpm a 30 °C. Los medios minimos (MM) (fosfato de potasio
dib4sico 1.2 mM, sulfato de magnesio 0.8 mM, cloruro de calcio 150
mM, cloruro de fierro 18 mM) se suplementaron con nitrato de
potasio, cloruro de amonio o aminoc&cidos a una concentracidn de 10
mM como fuente nitrégeno, y glucosa o succinato a una concentracién
de 10 mM, o glicerol al 2% como fuente de carbono, como se indica

en los pies de figura.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CELULARES.

Los extractos celulares se prepararon a partir de 500 ml de
MM suplementados con fuente de nitrégenoc y carbono, los cuales se
centrifugaron durante 10 minutos a 10 Krpm en un rotor JAl4. E1

sobrenadante se decantd, la pastilla de células se resuspendié con
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agua y se volvid .a centrifugar por 10 minutos" 10 krp'm. »‘Lva‘

pastilla se resuspendié en 1, 5 ‘mlide buff

(dependiendo de la actividad enzimé i

rompieron las células en el sonicado

para la determinacién de transaminasa de glutamina y glutamato

sintasa y por 24 hrs para la dete inacién ‘de la m—amidasa. i

Buffers de extracci&n' a) Tx:ansaminasa ‘ae glutamina' Pirofosfato de’
sodio 0,05 M pH 8.5 Y B~mercaptoetanol 10 mM. b) w-amidasa: Tris-
HC1l S0 mM pH 8.5, EDT)\, \0.01 mM y B~nmercaptoetancl 10 mM. c)
Glutaminasa: 'l‘ris-Hci ?00 ’x'm-pﬂ*'a s(para la determinacién de amonio
por medio de 1la glutamato_déshidrogenasa) y Fosfato de potasio
moncbdsico 0.1 M pH 8 (para la determinacién de amonio
colorimétricamente) . d) Glutamato sintasa: Cloruro de potasio 0.1

M pH 7.6 y B-mercaptoetanol 0.05%.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TRANSAMINASA DE GLUTAMINA.

La transaminasa de glutamina se determiné colorimétricamente
midiendo la acumulacién de 2-oxoglutaramato a 500 nm. La reaccién
se efectud con 100 pl de extracto celular mis 400 ul de coctel {50
p$l de glp 0.2 M, 50 p) de glioxalato 0.2 M, 50 ul de 6-diazo-5-oxo-—
L-norleucina (DON) 0.006 M, 50 gl de fosfato de piridoxal 0.002 M,
100 p#l de borato de sodio 0.75 M pH 8.5 y 100 pl de agua). A los
tiempos 0, 45 y 90 minutos a 37°C, la reaccién se pard con 100 pl

de &cido sulfosialicilico al 20%, se centrifugdé 3 minutos en la
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mlcrofuga, al sobrenadam:e se 1e adicmnaron 250 ul de. vainlllina

(vainillina 4.5%, HCl: 3 N en etanol : 1 50%), se calent6 durante 30‘_ _’l

minutos a 92 , se dejé

tuyeron por
glioxalatoe en la reaccaén a una concentraclbn de 20 mM, excepto
para fA-fenilpiruvato e imidazol-piruvato que fueron de 10 mM y de

3-indolpiruvato que fue de 5 mM.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TRANSAMINASA DE GLUTAMATO.

La actividad de la transaminasa de glutamato se determiné
midiendo la produccién de glicina., La reaccién se efectud con 200
ul de extracto celular y 800 pl de coctel (1004l de glutamato 0.2
M, 100 ul de glioxalato 0.2 M, 100 pl de DON 0.006 M, 100 pl de
fosfato de piridoxal 0.002 M, 200 pl de buffer borato de sodio 0.75
M pH 8.5 y 200 pl de agua) a los tiempos 0, 45 y 90 minutos a 37
°C, Se pard la reaccidén con 5 ml de etanol al 80%, se calentd a
ebullicién 10 minutos, se centrifugé 10 minutos. a 10 krpm, se
'decanté, y el sobrenadante se l1iofiliz6. La glicina se determiné en

un analizador de aminodcidos (Aminco).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA w-AMIDASA.

La actividad de la  ~amidasa se  determiné
espectrofotométricamente a través de medir la acumulacidn dé sus
productos, el 2-oxoglutarato y el amonio, por medio de lavglut_:an;lato
deshidrogenasa (bovina) a 340 nm, A o

La reaccién se efectud con 266: ;vl.:l"rdle:»ex;:f‘acto ﬁés 800 pl de
coctel (200 ul de 2-oxoglutar.$-n;a{:o‘: 0.0SmM’pH'I, 200 gl de Tris~HCl
250 mM, B-mercaptoetancl 10 mM pH 8.5, ¢ 400 41 de agua) a los
tiempos 0, 30, 60 y 90 minﬁtos a 37°C, La reaccién se detuvo con
100 p) de &cido tricloroacético al 17%, se centrifugé 3 minutos en
la microfuga y el sobrenadante se decantdé y se neutralizé a pH 7
con una solucidén de hidréxido de sodio. Se tomaron 200u1 de muestra
de la primera reaccién y se agregaron 800 pl de coctel (200 gl de
Tris-HCl 250 mM pH 7.2, 100 pl de 2-~oxoglutarato 200 mM, 50 pl de
NADH 5 mM, 450 pl de agua). La reaccién se efectud con 5pl1 de
glutamato deshidrogenasa (bovina); se determiné a 340 nm la
desaparicién de NADH correspondiente a la cantidad de amonio
producido en la primera reaccién. Para la determinacién del 2~
oxoglutarato se reemplazé en el coctel, al 2-oxoglutarato por

amonio a la misma concentracién (55).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINASA.

La actividad de la glutaminasa se determiné a través de medir
sus productos: el amonio esp:actrofotométricamente Yy
colorimétricamente, y la utilizacién de la glutamina y la aparicién

del glutamato en un analizador de aminodcidos.
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Para la determlnacién de amom.o espectrofotométricamente, la

Y 400 pl.de agua) A los tiempo

neutralizé a pH 7. Se determind la formacién de a;ﬁbﬁio por medio de

la glutamato deshidrogenasa (bovir{a')"ad f‘sb4bn‘mr céino en el caso de lav
actividad de @ -amidasa (65). S

Para 1a determinacién de aménio cclorimétricamente, la
reaccién se efectué con 50 pl de ‘extl;a‘cté mas z~—°0 #) de coctel (125
#l de glutamina 10 nM y 75 pl ‘de buffer fosfato de potasio
monobdsico 0.1 M pH 8) a lrosbtien'\pbsi_r‘b," 15,30, 60 y 90 minutos a
37 °C, la reaccibén se detliVO'co‘_n';?.SU nl 'c‘l‘e &dcido tricloroacético al
.1.5%, se centrifugd 2 mninutes en- m‘i'n_:rof\::ga y se decanté el
sobrenadante en otro tubo. Se tomaron 20 ul del sobrenadante y se
le agregaron 180ul de agua, 1 ml de solucién I (fenol 0.10 M y
nitroprusiato de sodio 0.05 gr/1t) y 1 ml de solucisdn II (hidréxido
de sodio 0.12 M e hipoclorito de sodio 0.42 gr/lt) se agité, se
dejé reposar por 1 hr y se leyd la densidad éptica a 625nm (66).

Para la determinacién de la glutamina y el glutamate, 1la
reaccién se efectuéd con 200 gl de extracto celular y 800 pul de
coctel (200 ul de gln 0.2 M, 200 pl de buffer Tris-—HCl 200 mM pH 8
Y 400 pl de agua) a los tilempos 0, 15 y 30 minutos a 37°C, se
detuvo la reaccién con 5ml de etanol al 80%, se calenté a

ebullicién 10 minutos, se centrifugdé 10 minutos a 10 000 rpm, se
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decanté, y el sobrenadante se 1liofilizé., La glutamina y el

glutamato se determinaron en un analizador de aminodcidos (Aminco).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMATO SINTABA.

La actividad de glutamato sintasa se determiné siguiendo 1la
oxidacién de la coenzima NADPH, espectrofotométricamente a 340nm
(37). La reaccién lleva 100pl de extracto m&s B800ul de coctel
{10011 de buffer Hepes 0.91 M mis 10% de B-mercaptoetanol pH 8.5,
150 §l de 2-oxoglutarato 20 mM, 100 pl de NADPH 1.6 mM, y 450ul de

agua) y se inicié la reaccidén con 100 gl de glutamina 50 mM.

DETERMINACION DE PROTEINA.
La protefina de los extractos celulares se determindé por el

método de Lowry (67).

PURIFICACION DE BACTEROIDES.

Se machacaron & grs de nbédulos de los frijoles infectados con
Rhizobium etli, con 15ml de buffer de extraccién (cloruro de sodio
0.15 M, fosfato de potasio monobasico 50 mM pH 7.6), se
centrifugaron 5 minutos a 3 krpm, y el sobrenadante se volvid a
centrifugar 15 minutos a 15 krpm., La pastilla se resuspendié en 2
ml de buffer de extraccién. Se colocé 1 ml de la suspensiéﬁ en un
gradiente discontinuo de percoll (24.5 ml de percol, 3.5ml de
buffer de fosfato de potasio monob&dsico 0.5 M mids cloruro de sodio
1.5 M pH 7.6, v 7 ml de agua), se centrifugé 50 minutos a 20 Krpm,

se recolecté la fraccién de los bacteroides, se diluyeron 1:10 con



25
buffer de extraccién, se centrifugaron 20 minutos a 1_5‘k;éi:m (68)‘,

la pastilla se resuspendié en 2 ml  de buffer ~dé'éxti_éci:ibn

dependiendo de la actividad enzimitica que _sé _a%tefmin_é
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REEULTADOE

La glutamlna es cons:.derad “uno dellos ‘donadores universales

- como sustrato: la via de la transaminasa

amidasa, las transamidasas de giutan;i'na

En R. etli la glutamin
transaminasa de glutamina y la w-amidasa (69),

transaminasa de glutamina en»R!' etli es s:unl.lar a- 1a actividad;‘_,

reportada en S. cerevisiae bajo condiciones microarofilicas, en
donde la transaminasa de glutamina utiliza como sustratos a los 2-
oxodcidos glioxalate y piruvate (70), y a la actividad en N.
crassa en donde utilizé como sustrato al 2-oxodcido fenilpiruva;:o
(64). Dado a que la actividad de la transaminasa de glutamina en R.
etli se midié en extractos celulares, se determind la
estequiometria de la reaccién gque cataliza esta enzima para

demostrar la produccién equimolar de sus productos, ya que el 2-—
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oxoglutaramato podria provenlr de la reacciGn de 1a glutam:.na con‘

ambién se deter:min& la estequiometria de la

transaminas deA glutamina en presenc:.a de los anélogos de la

glutamina, ‘da’ metionina sulfona (MSQ) ¥ ia metionina sulfoximina
(Ms) 1os> cuales se ha demostrado que' son - sustrato de 1la
transaminasa de glutamina de mamiferos (48).

En la Tabla 1 se muestra que existe una proeduccién equimolar
de ambos productos de la transaminasa de glutamina, que en ausencia
de alguno de los sustratos, glﬁtémina 6 glioxalato, no se detecta
actividad, qgue en presencia de aminooxiacético (AOA inhibidor
general de transaminasas) inhibe aproximadamente un 70% 1la
produccién de glicina, asi como del 2-oxoglutaramato, y que cuando
la reaccién se efectubé sin DON (inhibidor de la w-amidasa) la
acumulacién del 2-oxoglutaramato es similar a la que se obtiene
cuando se determina esta actividad en presencia de DON (completo) .
Esto sugiere que la w -amidasa no es activa bajo estas condiciones

de ensayo. En presencia de metionina sulfona o metionina
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TABLA 1

Estequiometria de la transaminasa de glutamina

pmoles por ml

ACTIVIDAD"
ENSAYO' ESPECIFICA GLICINA 2-0XOGM
completo 12.98 1.00 1.24
sin ’glﬁtamina N.D*. | 0.05 N.D.
sin‘ glioxalato N.D. N.D. o N.D.
CON AOA 3.61 © . 0.34 : 0.34
. SIN DON 11.21 PR ;..bé':'; S0 08
CON Mso 5.55 e POt o‘.,sv:la
CON MSO, SIN GLN 4,21 N.D.
CON MS 6.47 114 - g.62
CON MS, SIN GLN 3.1 0.30 0.038

‘Los extractos se obtuvieron de células crecidas en medio minimo suplementado con
glutamina m&s succinato a las 14 hrs.

*Expresado en nanomoles de 2-oxoglutaramato p:oducldo. por minuto por mgP.
‘Expresado en nanomoles de glicina producida por minuto por mgP.

‘No detectado.

sulfoximina y glutamina, la produccién de 2-oxoglutaramato
disminuye aproximadamente un 50% y la produccién de glicina
permanece similar, mientras que sin glutamina la produccién de

glicina disminuye y no hay acumulacién de 2-oxoglutaramato. Estos
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resultados indican que tanto el MSO como el MS son sustratos de la
transaminasa de glutamiﬁa; v ; '

La gliecina,  producto de la transaminasa de glutamina, puede
ser tambi&én el producto de una transaminasa de glutamato. Para
confirmar que la rélacién equimolar de estos productos (Tabla 1) es
debida a la actividad de la transaminasa de glutamina, se determiné
la actividad de la transaminasa de glutamina y glutamato con
glioxalato. Los resultados de la Tabla 2 muestran que en presencia
de glutamina hay produccién de glicina y 2-oxoglutaramato, mientras
que en presencia de glutamato la produccidén de glicina es menor y
ne hay acumulaci6én de 2-oxoglutaramato. La actividad de 1la
transaminasa de glutamato es 1.5 veces menor gque la de la
transaminasa de glutamina y la suma de las dos actividades es
similar a la actividad enzimética cuando se utilizan glutamina y
glutamato como sustratos. Estos resultados indican que 1la
transaminasa de glutamina es una enzima diferente a la transaminasa

de glutamato.



30
TABLA 2

Actividad de 1la transaminasa de glutamina y glutamato

pmoles por mgP

ACTIVIDAD
ENSAYO* ESPECIFICA GLICINA 2-0X0GM
Glutamina 8.1 0.73 . .. . 0.50.
Glutamato 5.4 0.49 S UNLDS
Glutamina y 13.7 . IR X T 0,56

Glutamato

‘Los extractos se obtuviaron de célﬁléa'c:q;i.dn on medio minime suplementado con

glutamina més succinato a:las.14. hea."

E; do en les de glicina producida por minuto por mgP.

P

‘N.D, no detectado.

En mamiferos se han reportado tres diferentes transaminasas de
glutamina que difieren esencialmente en su especificidad por
diferentes 2-oxodcidos y su localizacién intracelular. Para
explorar la posibilidad de que existiera mis de una transaminasa de
glutamina en R. etli, que tuvieran diferentes especificidades por
2-oxodcidos, asi como para conocer el mejor sustrato de esta
enzima, se determiné la actividad de la transaminasa de glutamina

utilizando diferentes 2-oxoacidos.
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TABLA 3

Especificidad por 2-oxoécidos de la transaninasa de glutamina

2-0X0ACIDOS ACTIVIDAD RELATIVA* (%)
Glioxalato 100.00
Piruvato 79.69
2-oxecbutirato 77.74
2-oxovalerato 59.17
2-oxcsuccinamato 56.68
2-oxoisocaproato 33.25
2-oxoadipato 26.63
2-oxoglutarato 17.15
B-fenilpiruvato (10 mM) 14.10
Imidazole-piruvato (10 m) 13.81
2-oxoisovalerato 11.37
B-hidréxipiruvato . 4.66
s-hidréxifenilpiruvato 3.73
DL-2~0xo-f-metil-n-valerato 2.87
3-indolepiruvato (5 mM) . N.Db.
2-oxo- -metiol-butirato N.D.
Oxaloacetato N.D.

Los extrackos celulares se obtuviaron de células crecidas en medio minimo
suplementado con glutamina mie succinato a lae 14 hrs. h
‘Expresado en porcentaje de 2-oxoglutaramato formado por minuto por mgP.

"W.D, ne detectado.

Los resultados de la Tabla 3 muestran que la transaminasa de
glutamina tiene la mayor actividad cuando se utiliza glioxalato
como sustrato, siguiendo en orden decreciente piruvato, 2-
oxobutirico, 2-oxovalérico y 2-oxosuccinamato. La actividad que
presenté la transaminasa de glutamina, con 1los diversos 2-
oxodcidos, sugiere la presencia de una sola transaminasa de

glutamina, similar a la transaminasa de glutamina de higado de

-
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mamiferos que tiene 1a mayor especificidad por glloxalato.

uncién de la transam:.nasa de glutamina, se

Para conocer 1a

determ:.né"su actlvidad en las diferentes fases del crecimiento, su

regulacién por carbono, sus sustratos y productos. Como se muestra

en la Figﬁra ¥ la actividad de la transaminasa de glutamina no
varia “durante ' las diferentes fases del crecimiento de R. etli.
También se encontrd que la actividad de 1la transaminasa de
glutamina es similar cuando R. etli crece en diferentes fuentes de
carbono y amonio como fuente de nitrégeno; o en MM mas glutamina
mas succinato, o en MM mis glutamina como fuente de nitrégeno y
carbono, o en MM mas alanina (un posible producte de la
transaminasa de glutamina); o en MM mé&s aspartato (no es
sintetizado por la transaminasa de glutamina). Y solamente se
encuentra una actividad baja cuando R. etli crece en un medio rico

de PY (Fig. 3}.
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FIGURA 2. Aclividad de la irar‘l:s‘iarhin'as'ai de glutamina
en las diferentes fases del crecimiento.

Los extractos se obtuvieron de célula_s crecidas en medio minimo suplementado con

glutamina més succinato.
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La transaminasa de glutamlna in vivo es una enzima ‘que -

funciona acoplada alaea ’amAidasa. VEsta enzima hxdroliza e1 2=

oxoglutaramato - sintetizado

inh:.b:.dor de, 1 . in . 1a. ‘De tal forma se
establec:.eron 1as condicicnes apropiadas para ‘determinar 1la
activxdad de la w-amidasa y se ‘determiné la estequiometrla de sus
producéos, 2-oxoglutarato (2-0X0G) y amonio.

TABLA 4

Estequiometria de la actividad de la o -amidasa

ENSAYO 2-0X0G* AMONIO®

Completo 4.2 4.8

Los extractos se obtuvieron de células crecidas en medio minimo euplementado con
glutamina mia succinato a las 14 hrs.
‘Expresadc en nmoles de 2-oxoglutarato producido por minuto por mgP.

*Expresado en nmoles de amonio producide por minuto por mgP.

Los resultados en la Tabla 4 muestran una relacién equimolar
entre ambos productos de 1la w -amidasa (2—oxoglutarato y el
amonio). Estos resultados indican que la via de la transaminasa de

glutamina y la w-amidasa opera en R. etli.
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Cuando R. etli crece en MM. mas glutamina como fuem:e ‘de

'monio al medio de cultivo. ‘Esta’

nitrégene y carbono, ‘excret ;

excrecién es varias vec m; yor-a la que presenta R. etli “cuando
s succinato. Estos resultados 1ndican
que existe una mayor degradacién de-la glutamina cuando se utiliza’
este aminodcido como fuente de nitrégenc y carbono, dado que: la
actividad de 1la transaminasa de glutamina en esta condicién es
similar a la de MM mis glutamina mAs succinato. Estos resultados
sugieren que el amonio, producto de la degradacién de la glutamina
es reasimilado por la glutamino sintetasa cuando el succinato se
encuentra presente en el medio succinato y/o existe otra actividad
enzimidtica (L-aminodcido oxidasa o glutaminasa) que degrada 1la
glutamina a amonio, cuando se utiliza este aminodcido como fuente
de nitrégeno y carbono. En cuanto a la actividad de la glutamino
sintetasa en R. etli, se encontré que tanto la actividad de GSI
como de GSII se encuentran bajas, en MM mds glutamina como fuenﬁe
de nitrégeno y carbono comparade con un MM mis glutamina mis
succinato (69).

La participacién de la L-aminodcido oxidasa en la degradaciém
de la glutamina es poco probable, debido a gue se ha reportado que
la glutamina reprime ha esta enzima (60). La actividad de 1la
glutaminasa se ha encontrado en diferentes microorganismos (71,72),
como en E. colli (38) y en S. cerevisiage (39); en este tltimo donde
se han reportado dos glutaminasas. Debido a que los resultados de
la excrecibn de amonio en R. etli sugerian también la presencia de

la glutaminasa, se establecieron las condiciones apropiadas para



37
la determinacién de esta enzima y su estequiometria.

Los resultados en la Tabla 5 muestran una relacién eguimolar
entre la desaparicién del sustrato y ambos productos; en ausencia
de glutamina o sin extracto celular no se detecta actividad de
glutaminasa.

TABLA 5

Estequiometria de 1la actividad enzimAtica de glutaminaaa

ENSAYO" ACT, ESPECIFICA® -GLN +GLU* +NH,*°
Completo 93 0.9 1.2 1.3

sin glutamina N.D%. N.D. N.D. N.D.
Sin extracto N.D. N.D. N.D. N.D.

‘Los extractos se obtuvieron de células crecidas en medio minimo suplementado
con glutamina como fuente de nitrégeno ¥ carbono a las 20 hrs.

*Expresado en nanomoles de amonioc producidec per mgrP por min.

‘Expresado en gmoles producido a loa 15 min.

‘N.D, no detectado.

Para conocer la funci6én de la glutaminasa de R. etli se
estudid su regulacién durante las distintas fases del crecimiento,
asi como su regulacién por la fuente de nitrégeno y de carbono, por
su sustrato y por sus productos. )

Se encontrd que la actividad de la glutaminasa varia durante
las diferentes fases del crecimiento de R. etli (Fig. 4). La

regulacién de la glutaminasa de R, etli en los diferentes medios de
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cultivo y fases del crecimiento (Figs..5,6, 7Y in{iestra que fdur'ante,'

la fase exponencial del crecimiento 1a'glutamj.nas e encuentra '’

100 ~

nmoles de amonio por minuto por mgP

4 '~8-l12' 16 200 U240 28

Tlempo (hrs)

FIGURA 4. Actividad de' 1a_’gluta’r‘nf\ﬂasa durante
las difereir{trévs fases ' del crecimiento.

Los extractos e obtuvieron de células crecidas en medio minimo suplementado con

glutamina mis succinata,
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En la fase preésﬁgéignar{a," se obséfv_a que la - actividad de 1la

glutaﬁinésé'dism; iye dife 'gnt‘,es"condicicn_-les, excepto cuando

R. etli crece'e lutamato: nas 'shccinato, en MM més

gluta’mivnaf'com’o: :I;Erbégeno‘ by carbono, en MM n&s glutamina

mas succil_-natc, 'en‘_m-mﬁsytjiﬁtaﬁma‘trc‘ como fuente nitrégeno y carbono
y en MM nas amo-n‘id“;has'.'.g‘lﬁtﬂafﬁ\ato m&s succinato (Fig. 6). Durante la
fase ' estacionaria la glutaminasa s6lo se encuentra elevada en MM
mids glutamina como fuente de nitrégeno y carbono y en MM mis
glutamiﬁa was succinato (Fig, 7).

La glutaminasa de R. etli es un enzima que se induce en
presencia de su sustrato. Asi la actividad de la glutaminasa se
encuentra elevada cuando se utiliza a la glutamina como fuente de
nitrégeno o cuando se utiliza este amincicido como fuente de
nitrégeno y carbono, comparada con la actividad encontrada en MM
mas amonio mas succinato (Figs. 5,6).

La glutaminasa de R. etli se reprime por amonioc. Asi 1la
actividad de la glutaminasa es mds elevedada cuando se crece a R.
etli en MM mas glutamina mas succinato, o MM m&s glutamato mas
succinato, comparado con la actividad cuando se crece a R. etli en
estas condiciones mas amonio (Fig. 6).

La glutaminasa es un enzima que también se regula por la
fuente de carbono, debido a que cuando R. etli crece en MM mas
glutamina como fuente de nitrégeno, mis succinato o glicerol o
glucosa como fuente de carbono, la actividad de la glutaminasa es
menor que cuando crece en MM mads glutamina como fuente de nitrégeno

y carbono. Cuando se utiliza succinato como fuente de carbono, la
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represién de la glutaminasa es menor comparada con el glicerol o

glucosa, a pesar de ue e1 succinato es ons:l.derado 1a mejor fuente

de carbono para ‘R etli Figs

_Cuando R. etli crece en MM mas" asp‘rtato o asparagina {no son

sustrato o producto de la glutammasa) ’ ‘la’actividad enzim&tica de

1evada ﬁnicamente durante la fase

la glutaminasa se encuentra.‘
exponencial del crecimiento, a. diferencia de MM m&s glutamato, en
donde se presenta alta actividaci de 1a glutamipasa durante la fase
exponencial y preestacionaria, o de MM m&s glutamina en donde la
glutaminasa, se encuentra elevada durante las diferentes etapas del
crecimiento. Las actividades de glutaminasa m&s bajas se encuentran
cuando R. etli crece en una fuente de nitrégeno inorgénico y
succinato como fuente de carbono y en un medio rico de PY (Figs.
5,6,7).

Para conocer las enzimas que participan en la degradacién de
la giutamina en R. etli durante la simbiosis, se determinaron las
actividades de la glutamato sintasa, de la via de la transaminasa
de glutamina y la w-amidasa, y de la glutaminasa, en bacterocides
de R. etli. Estas se compararon con las actividades enzim&ticas en
vida libre, cuando R. etli crece en MM mis amonioc m&s succinato o
en MM més glutamina como fuente de nitrégeno y carbono. Los
bacteroides se purificaron por un gradiente de percoll y se
determiné su pureza por microscopia Sptica.

Los resultados de la Tabla 6 muestran que, cuando R. etli
crece en MM mds amonio mis succinato, la glutamina es degradada

principalmente por la glutamato sintasa y la glutaminasa, mientras
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que cuando R. etli crece en glutamina como fuente de nitrégeno y
carbono, : este .aminodcido es degradado principalmente ' por 1la
glutaminasa, al igual que en los bacteroides de R. etli.
TABLA 6

Actividades enzimiticas en bacteroides

ACT. ENZIMATICA VIDA LIBRE BACTERIODE"
—_—
A B
Transaminasa de glutamina® 12.9 6.4 3.1
amidasa® N.D* 10.0 3.9
Glutamato sintasa’ 27.1  14.1 4.6
Glutaminasa® 32.0 93.6 64.0

Las actividades enzimiticao se determinaron en células crecidas en amonio mis
succinato (A} y en glutamina como fuente de carbcne y nitrégeno (B).

Los bacteroides fueron obtenidos de nédulos de 25 dfas.

*Expresado en nmoles de 2-oxoglutaramato producide por minuto por mgP,
‘Expresado en nmoleé de amonlo producido por minuto por mgP.

‘Expresado en nmoles de NADPH oxidado por minuto por mgP.

*N.D, no determinado.
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! DISCUBION
,Nosotro‘s’rbemos encontrado que en R. etli la glutamina es

degradéda po: -

rla-‘ via de la transaminasa de glutamina y 1a“w-

amidasa,. produciendose a-un aminoacido, z-oxoglutar t Y amonio

(69); -y

puede utilizar este aminoécido como fuente de

nltrégeno y carbono, a diferencla de otras bacterias gram negatlvas

(31), o “del hongo N. crassa (64).

t ‘abajo hemos encontrado gque la transaminasa de

glutamina :en’R etli, es un enzima que puede utilizar como

vsustratos otros andlogos de 1la glutamina, como la metionina
sulfoxim:ma Yy metlonma sulfona (Tabla 1), como se ha reportado
para 1,as tran5§m1nasas de glutamina de mamiferos, y gque su
vactividad se inhibe en presencia del &cido aminooxiacético,
-inhibid'cr general de las transaminasas. La transaminasa de
glutamina es un enzima diferente a la transaminasa de glutamato
(Tabla 2), debido a que la actividad especifica de ésta es menor
gue la de la transaminasa de glutamina, y a que cuando se determina
la actividad de transaminasa en presencia de ambos sustratos,
glutamina y glutamato, se encuentra una actividad especifica que
corresponde a la suma de las dos actividades de transaminasa
independientes. Esto demuestra que la glicina determinada en la
estequiometria (Tabla 1) es producto de la transaminasa de
glutamina.

La transaminasa de glutamina utiliza como mejores sustratos al
glioxalato y al piruvato. La especificidad por 2-oxodcidos que

presenta la transaminasa de glutamina (Tabla 3), sugiere la



5 :Col diciones de crecimlento

ctividad en medio rico de PY, por 10

que’ concluimo - se requla muy poco (Figs. 2,3). Esto

es similar alo qui curre en. N. crassa (64) y a diferencia de S.

cerevisiaa; en “donde la transaminasa de glutamina se regula por

glutamina, 1J.sina, ] gl:l.cina (58) Estos resultados sugieren que la
transaminasa de glutam:.na es un enzima necesaria durante las
diferentes condiciones y fases del crecimiento, probablemente para
mantener el balance de compuestos nitrogenados utilizados para el
crecimiento celular y el recambio de proteinas, por tal motivo en
un medio rico de aminoAcidos, como PY, la actividad de 1la
transaminasa disminuye (Fig. 3} )

El 2-oxoglutaramato sintetizado por 1la transaminasa de
glutamina es hidrolizado por 1la «w ~amidasa a amonio y 2-
oxoglutarato, como lo muestra la estequiometria de la reaccién
(Tabla 4). Estos resultados muestran por primera vez que en un
procaricte, como es R. etli, opera la via de la transaminasa de
glutamina y la -amidasa, y que esta enzima puede tener un papel

importante en la sintesis irreversible de alanina y glicina. Este
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Gltimo ammoécido, ‘ad,eymé's' .de " utilizarge para;:la  sintesis:de
proteinas, .se’ uti 12 ilas ' ; ‘porfirinas

glutatién.‘ .

la sintes:.s de glicina ¥ alanina, y cor <
transaminasas, a la formacifm de glutamato y.otro HminbéCido's Jde

tal forma que esto puede ser una manera‘d mantener el balance de

los - compuestos nitrogenados. Asi, una osible funclén de la
transaminasa de glutamina podria ser 1a de degradar glutamina para
mantener las pozas de aminodcidos. Otra caracteristica de 1la
transaminasa de glutamina de R. etli es que tiene afinidad, y
transamina eficientemente, por diversos 2-oxodcidos (48).

Se demostré por primera vez en R. etli la actividad de 1la
glutaminasa. La glutaminasa es un enzima que se induce por
glutamina, se reprime por amonie, se regula por la fuente de
carbono (Figs. 5,6,7) y su actividad varia en las diferentes fases
del crecimiento (Fig. 4). Durante la fase exponencial, la
glutaminasa se encuentra alta en las diferentes condiciones de
crecimiento, encontrandose la actividad m&s baja en MM mas amonio

mds succinato. Es importante observar que la glutaminasa se



48

encuentra alta durante i la fase exponenclal del crecimlento,

:.ndepend:.entemente de la fuente du‘ nitré eno o carbono que sea

7 utilizada.( Estos resultados sugleren que en: R'\ i la glutamina,v

ya sea la que proviene del medio de ultivo o a' sintet:izada por la

célula, es degradada por la glutami a'
degradada y res:.ntetlzada (Flg. 5)
Durante  la fase pre-esta

glutaminasa baja en las difb en 0 _e crecimientc,

excepto en MM mis glutamina [} gluta a cgmo fuerite de nitrégeno o

fuente de nitrégeno Y carhono, 1o ue sugiere que la glutamina es

un inductor de la glutamin sa si 1emente, durante esta fase del

crecimiento, disminuye la sintesis de ‘la glutamina y por lo tanto
su degradacidn. La lalta actividad de glutaminasa en MM mas
glutamato mis succinato pue&e ser debida a la elevada actividad de
la glutamino sintétaéa presente en esta condicién, dando lugar a
una mayor sintesis de la glutamina, el inductor de la glutaminasa;
algo similar podria estar ocurriendo en MM mds glutamato como
fuente de nitrégeno y carbono (Fig. 6).

burante la fase estacionaria, la activ:i.dad de la glutaminasa
s6lo se mantiene alta en MM més glutamina como fuente de nitrégeno
y carbono, y en MM mds glutamina mas succinato. Disminuye en las
otras condiciones de creecimiento, aln en MM mis glutamato como
fuente de nitrégeno, o como fuente de nitrégenc y carbono, en donde
se habia mantenido alta. Esto podria ser debido a que durante esta
fase del crecimiento 1la actividad de la glutamino sintetasa

disminuye, por lo tanto también disminuye la sintesis de glutamina
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y- como consecuencia 1a actividad de 1a glutaminasa. La ',e‘lrevéda

carbono," ‘a que cuando R. etli crece en MM m&s glutamina
como fuenté : de nitrégeno mAs succinato o glicerol o glucosa, 1la
at':,tivi‘dad: de la glutaminasa es menor gque cuando crece en MM mis
.gluta'mina como fuente de nitrégeno y carbono. Cuando utiliza como
fuente de carbono succinato, la represién es menor comparada con el
glicerol o la glucosa, a pesar de que el succinato es considerado
la mejor fuente de carbono para R. etli (Figs. 5,6). Estos
resultados nos hace proponer que una furcién de la glutaminasa es
la de utilizar 6ptimamente los esqueletos de carbono de 1la
glutamina.

La glutaminasa en R, etli se reprime por amonio; asi, las
actividades de la glutaminasa son mis elevadas cuando R. etld crece
en MM més glutamina m&s succinato o en MM mds glutamato mas
succinato, comparado con las actividades de glutaminasa en estas
condiciones mds amonio (Figs. 5,7). Cuando R. etli crece en MM més
amonio mis succinato, o en MM mis nitrato mas succinato, o en medio
rico de PY, la actividad de la glutaminasa es menor comparada con
la actividad en aminodcidos como fuente de nitrégeno (Fig. 5).
Estos resultados sugieren que en estas condiciones la gluamina
también es degradada Yy resintetizada, pero gue la actividad

disminuye debido a que el amonio reprime a la glutaminasa y que la
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baja actividad encontrada en el medio rico de. PY pogiblemeﬁte se
deba a que la degradacién de aminodcidos da Eomo producto amonio,
el cual reprime la actividad de la glutaminasa. Los resultados
obtenidos sugieren que una funcién de la giutaminasa es el mantener
el balance entre glutamina y glutamato, siendo estos dos
aminodcidos los donadores universales del nitrégeno celular, que
juegan un papel central en el metabolismo de carbono y nitrégeno,
ya que de su concentracién intracelular va a depender el balance de
los compuestos de nitrégeno.

El papel de la oxidasa de L-aminodcidos en la degradacién de
la glutamina es poco probable, debido a gue cuando se determiné la
actividad de la transaminasa de glutamina sin glioxalato, no se
detecté el 2-oxoglutaramato (Tabla 1), lo gque indica que 1la
glutamina no es degrada por esta via. Las oxidasas de L-amino&cidos
de microorganismo generalmente no utilizan glutamina como sustrato
(44,45,46), v ademias la glutamina reprime esta enzima (60).

E1l hecho de haber encontrado actividad de glutaminasa en R.
etli, bajo diferentes condiciones indica que la glutamina es
degradada y resintetizada como en N. crassa, en donde se ha
propuesto gue es necesario degradar y resintetizar glutamina para
contribuir a un gasto de energia y poder reductor, contribuyendo a
una oxidacion éptima de esqueletos de carbono en el ciclo de Krebs
(5).

En R. etli, la glutamina es asimilada a Qos moléculas de
glutamato por la glutamato sintasa, contribuyendo a la sintesis de

glutamato con su respectivo gasto de energia y poder reductor (37),
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y -es. degradada  por. la transaminasa de glutamina a amonio,  2-

oxoglutai'ato; y un ,afninaécido (65), o bien por 1la qluta‘mi;\'a_s;'“‘a :

glutamato y amonio, Estos productos son asimilados por la gl\.;taniino
sintetasa ipa'ra résintetizar glutamina. De tal forma, la pr’ejsenc.;l.'a
de ‘estas enzimas contribuye a lelx formacién de un ciclo, donde la‘
glutamina es centinuamente degradada y resintetizada (Fig 8)

Estudios de marcaje con PN, realizados cuando R. etli crece en
MM mds amonio mas succinato, muestran gue después de haber marcado
con L-[amido~"N] glutamina durante 30 minutos la distribucibn de la
marca se encuentra principalmente en amonio (84.34%), en donde el
18.4% de la marca de la glutamina se encuentra en el grupo amino.
Estos datos indican que una gran proporcién de la glutamina es
degradada a amonio y que el amonio junto con el glutamato marcado
en el grupo amino son asimilados por la glutamino sintetasa, para
sintetizar glutamina marcada en el grupo amino, estos datos
demuestran que en R. etli 1la glutamina es degrada y resintetizada
(75).

Los proceses ciclicos son comunes en el metabolismo celular;
éstos funcionan en oxidaciones y sintesis, en la generacién de
energia, poder reductor y en el transporte de una variedad de
compuestos a través de membranas (76). Sin embargo, existen ciclos
en los cuales la funcién no es aparente, como es el caso cuando una
reaccién para la sintesis y degradacién de un compuesto es
catalizado por diferentes enzimas y donde la sintesis consume ATP.
Estos ciclos causan una hidrélisis de ATP sin el correspondiente

cambio de reactantes, por lo cual a estos ciclos se le ha



‘futiles”

identificado  con 6l rombre. de ¢iclos

un'(:ién en el

ligandos

por. A'l‘i?;‘mie x u . s nhibid{: por AMP;

‘de esta fcma, ‘una baj cantidadide ‘AT na alta cantidad de AMP,

da comcr resulf.aﬁo 'la 5 _esis de fructosa-l 6—-difosfato y su
utilizacién ‘en 1a glicblisis (77).

El ciclaje de 1la glutamina en R. etli puede contribuir a 1a
sintesis irreversible de ‘la glicina y la alanina; a través de la
transaminasa de glutanmina. Debldo a que la glutamina, ademé&s de ser
un donador de nitrégenc es también un correpresor del catabolismo
nitrogenado (2,3), su recambio puede ser una manera de regular
ripidamente su concentracién intracelular (76). Esto es debido a
gque un aumento en la velocidad de sintesis de la glutanmina,
combinado con una disminucién en la velocidad de degradacién de
ésta, ocasionarfa su rapida acumulacién y, viceversa, una
disminucidén en la velocidad de su sintesis acompafiada de un aumento
en su degradacién, ocasionarfa una répida disminucién en 1la
glutamina intracelular. De esta manera, se regularia répidamente la
concentracién de 1la glutamina en la célula y ésta a su vez

regularfa las actividades de la sintesis y la degradacién del
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actividades de la transaminasa de glutamina'y la. ‘g —amidasa y de

la glutamato sintasa se encuentran .’l_::éﬁas Y 1a; élut;aminasa muy

elevada (Tabla 6). Esto sugiere que la ‘dégi‘ agi@n'. de la glutamina

por la glutaminasa puede tener un paéel_ 'mltnortante durante la
simbiosis, ya que una de 1las funciones  de 1a glutaminasa es
utilizar &ptimamamente los esqueletos de carbono de la glutamina.

De las actividades que participan en la degradacidén de la
glutamina, la glutaminasa es la actividad més elevada en los
bacteroides lo que sugiere que la degradacién de la glutamina por
este enzima puede tener un papel importante durante la simbiosis
(tabla 6).

Para conocer la funcién de la glutaminasa en R. etli,
recientemente se aisld una mutante (LM16) que no puede crecer en
glutamina como fuente de nitrégeno y carbono y que tiene una
actividad muy baja de glutaminasa. Actualmente se esta
caracterizando la mutante IM16 y un plésmido que complementa esta

mutante.
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CONCLUBION

En RbJ.zob:Lum etli ].a glutanuna es asimilada por la- glutamato'-

sintasa (37), . y degra

y alanina, Yy en mantener el balance de aminodcidos. También que la

glutaminasa podria funcionar para mantener un balance entre la
glutamina .y el glutamato, ademés de tener un papel fundamental en
la degradacién de la glutamina a esgueletos de carbone, cuando
utiliza este amino&cido como fuente de carbono. La alta actividad
de la glutaminasa encontrada en bactercides, sugiere que la
degradacién de la glutamina a esqueletos de carbono por este enzima
puede tener un papel importante durante la simbiosis entre R. etli
y P. vulgaris.

La participacién de estas enzimas en la degradacién de la
glutamina junto con la glutaminc sintetasa contribuyen a un cicle
donde la glutamina es degradada y resintetizada (figura 8).

El ciclaje de la glutamina en R. etli puede contribuir a la
formacidén irreversible de aminodcidos por transaminacién, su
recambio puede ser una manera de regular su concentracidn
intracelular y é&sta a su vez regularia las actividades de 1la
sintesis y la degradacién del nitrégeno celular. Este puede ser un
mecanismo general para mantener un balance entre glutamina y
glutamato o puede ser un punto importante de control para coordinar

el metabolismo de nitrégeno y carbono (Fig. 9)
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