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RESUMEN 

La glutamina, uno de los productos primarios de la asimilación 

de amonio, tiene un papel central en el metabolismo .nitrogenado. El 

ni tr6geno amida y amino de la glutamina Pueden ser utilizados en la 
'' . ~: .. · 

s1ntesis de aminoácidos, mientras que er.nitr6geno amida puede ser 

usado también en la s1ntesis de ~ucle6tidos, aminoazO.cares y 

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 s1ntesis y degradación de la 9lutamina 

y se propuso que la s1ntesis de la glutamina y su degradación dan 

origen a un ciclo, donde este aminoácido es degradado y 

resintetizado (4). Se sugiere que este ciclo puede contribuir a un 

gasto energético para una oxidación óptima de esqueletos de carbono 

en el ciclo de Krebs y puede ser un punto importante de control 

para coordinar el metabolismo de nitrógeno y carbono (5). El 

estudio de la asimilación de la glutamina en Rhizobium etli, un 

microorganismo de gran interés biotecnológico para nuestro pa1s, 

debido a que esta bacteria fija nitrógeno en simbiosis con la 

leguminosa Phaseolus vulgaris (frijol), nos permitirá conocer la 

degradación de la glutamina en R. etli en vida libre y en simbiosis 

con P. vulgaris. 

Nosotros hemos encontrado que en R. etli la glutamina es 

degradada por la vla de la transaminasa de glutamina, la 

amidasa y por la glutaminasa. Se determinó la actividad de la 

transaminasa de glutamina, la estequiometr1a de la reacción, su 



especif~cid~d por 2-oxoácidos y .. su reglllaci6n. Se encontró que la 

transaminasa de g~~t;a~·1na':. · ~i::~n·sarn1na.,:.· pref~~entE!:Me-rl~~·- .. con 2-

oXoácidoS. de ·ca:cie'?ia ·. -~e~cilla ,i .'. c~llio .·.··~91iOxa1a:to. ::· ·i/ :. Piru,)áto, , y 

,:~:::::::ás;::df¡~~~~:i~rni1r;1;;iK~;;t~~~~~i~;~1~:~;Zf;: p~: 
la '4l-anli~~.~:~. =:.ª>: ~:~º~;~ ~~~~~~-~~:; .~/ ~~º~~~ :~.':·:·s~:·:, :~~-~-,~~_mi:~·.6~:· _1a · actividad 

de esta enz~m.~.:~f{;t~;;;~~~~i~;~~~fü~E~il§~~t~!J~ ,;'.~'. .. · . 
·La· glutamiriasa-.!~e_~·~;~Un~;.:r.~.n-~iM! (cl~~~·2:··~n~::.1.a·.'.~.~gi::a?aci6n de la 

::::::::· ~;l~~;if ~,i~l~:.!E:: :'":~:º º: 
degr~dado p~~~~.f~~.:l~~.nt~·;<'.~-~~·.·<~~t~.~~·~~·~lm~,_·: .. dando como productos 

:l::ª::::;~~I:i:tr~~f if.~i¡~~f z f~í;:Ji!:q:~::::r:::e ª:ª:::::º~:: 
carb.ono; · 9~Utélnl~na ·-~:y.,:·,.:B:~On~o.~.: :En '·bacteroides de R. etli se 

determinaro"ri l~:~ ~ .. acti Vid~d~~- -. d~· ·1á transaminasa de 91utamina, la 

CA> -amidasa·, la -gl~~~~.in~.~~; ·y , la glUtamato sintasa y se encontró 

que la actividad.de la glutaminasa es la más elevada. 

Los resultados obtenidos sugieren que la via de la 

transaminasa de glutamina y la u> -amidasa tiene un· papel 

importante en la síntesis irreversible de la g:;tiCina y alanina. y 

que la glutaminasa tiene un papel fundamental· en la degrad~é1Ón de 

la glutamina a esqueletos de carbono, é:ualÍdo···lá ·.bacteria ·Utiliza 

este aminoácido como fuente de carbono 6 en limitación de carbono. 

La alta actividad de la glutaminasa eñcontrada en los bacteroides 

sugiere que la degradación de la gluta,mina a esqueletos de carbono 

puede tener un papel importante durante la simbiosis. 



IN'l'RODUCCION 

El nitr6gen0_ eS Un elemento importante para· los ·.seres vivos 

debido a que ·forma parte de la estructura de ácidoS nucléicos, 
. . '·: :: ... ;_·' 

proteínas y· .. otros compuestos indispensables· .. Pa~ci -10s·>:P~áceS_os 

vitales de -i~<célula. El nitrógeno existe-en ·~if~~-~~:t:~~~~·~~~~~~<:~e · 
oxidáci6ri:: nitrato,_ nitrito, niti-ógeno· m~l~-~-Ul..~r.· : .. '~¡:-·-~%'~~!~- (6_j ... 

. ·_·,.;.'"' :· .. 
AunqUe_ -~~-. n.itr.69'ena· molecular es. á~~~d:élrit8::'._Eiri::1a: átm6sfera 

(80% en volum~n)' es relativamente iriert,; de~d~ ¡;í' ¡,~~to de vista 

qu1mico_'·y.·. so~amenta·· álgunos microorgB.ñi~mos pueden reducir el 
·' . . ::,.-· ·_; ': ·,: :. . . 

ni:tr6gen~ :: at~o~f~~ico,, aument~ndo de. esta manera la cantidad de 

for;.ali riÚ:rog.;nádas litiles en la bi6sfera (7) • 
·. ,, ~ 

El ·n~.~~:~9-~n~ sufre un nQmero de transformaciones que 

inV~1úC~iii:( :~~·'.·.~~~~Pues~o~ orgánicos, inorgánicos y volátiles, que 

constituyen· .. :e·1<,cic10 del nitrógeno. Este puede iniciar con la 

miil~~a·~Í.z~·~¡~~ ·del nitrógeno, en donde parte de la gran reserva de 

compl"ejos orgánicos en el suelo (humus) es descompuesta y 

cc:>nver~ida a "iones inorgánicos (amonio y nitrato) , que son usados 

por las. plantas. El nitrógeno orgánico es mineralizado por 

organismos heterotr6ficos, principalmente bacterias amonificantes 

y hongos de descomposición. 

En la amonificaci6n, el amo.nio es formado a partir de 

compuestos orgánicos, ya que es el producto final de la excreción 

animal y casi todo el nitrógeno inorgánico fluye a través de este 

compuesto. La mayorla de los productos de degradación son 

reasimilados en los sistemas oceánicos y terrestre. La liberación 

de amonio puede ocurrir en condiciones aeróbicas y anaeróbicas; la 
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primera en el suelo Y.-la segunda en sedimentos de océanOs y lagos. 

La nitriéicaCi6rÍ consiste en· la oxidaci6n · del a~onio a 

nitrato, la nitrifi~aci6n·:_autotr6fica es desarrOllada pOr bactei':-ia~· 

del tipo gram negativas de la familia Nitrobacteriaceae. Los 

organismos en esta .familia son capaces de obtener todos sus 

requerimientos energéticos, para su crecimiento, de la oxidación· de 

amonio o nitritos. 

Las bacterias quimioautotr6ficas del género Nitrosomas son 

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 la bacteria 

autotr6fica Nitrobacter. 

El nitrógeno, una vez en forma de nitrato, puede perderse del 

suelo de varias formas. A causa de su solubilidad en la solución 

del suelo, el nitrato se mueve fácilmente colocándose por debajo de 

la zona de penetración radicular. El nitrógeno y el amonio serán 

excluidos para satisfacer la demanda de nutrimentos de la cubierta 

vegetal y por la desnitrif icación, en donde bacterias como 

Pseudomonas desnitrificans convierten el nitrato en monóxido y 

nitrógeno molecular, que escapan a la atmósfera. Un sexto del total 

del nitrógeno es perdido por la desnitrificación y es compensado 

por el nitrógeno atmosférico que es reducido a amonio por bacterias 

llamadas fijadoras del nitrógeno, completando asi el ciclo del 

nitr6geno (B,9). 

La fijación del nitrógeno es un proceso limitante y con alto 

costo energético, y por lo tanto es escaso en la corteza terrestre. 



5 
. . . 

una importante cantidad dei riitr6geno ·es fijado por bacterias del 

género Rhizobiuni~ que< establecen ·una relaci6n simbiótica con 

plantas .leguminosás/:i~s~,:~i~~i~~:::~~Í-o~~~n·de fuente de carbono a las 
. :· .,.-: .. -: ,·:.·· . . ., 

bacterias para realizar est~ .-_:r~a:cci6n_. Hay también bacterias de 

vida libre que fijan nitr6geno/. 'c~mo .AZotobacter y Klebsiella; sin 

embargo, el gasto de ene:t:g1a ~~par·a .··su .crecimiento reduce la 

eficiencia de estas bacterias· comparada con la fijación de 

nitr6geno sirnbi6tica y contribuye s6lo con un quinto del nitr6geno 

fijado. Una pequeña contribuci6n de la fijaci6n de nitr6geno es el 

resultado de procesos abi6ticos (10,ll). 

Debido a su escasez, el nitrógeno disponible en el suelo para 

ser utilizado por las plantas es uno de los factores que limitan la 

agricultura, es por esto que los suelos deben ser fertilizados 

constantemente, aumentándose as1 la demanda en la producción de 

fertilizantes (12). 

El proceso de Haber-Bosh para la producción de fertilizantes 

requiere un gasto muy grande de energ1a ( altas temperaturas y 

presiones), es un proceso costoso (transporte, almacenamiento y 

aplicación) y representa un potencial negativo en la salud humana 

y del medio ambiente, esto ha dado corno consecuencia, que se 

concentre la atención en el estudio de la fijación biológica de 

nitrógeno, como una alternativa para el incremento y mejoramiento 

de la producci6n agr1cola (12). 

Actualmente, se pueden distinguir Con claridad dos tendencias 

en el estudio de la fijación biológica del nitrógeno. La primera 

con enfoque ecológico y biotecnológico de aplicación inmediata, la 
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cual se basa en e1: aisl8miento de cepas· .con una gran capacidad 

en fÍ.ja~~6~'::d~{:~'it:i69~~~ >~ ~~tj~:e:~:~.~~:;~~~~'-.'Pi:-i~~i.a·. t~rid~né-ia existen 

::ª1:Z:::JiJmff~Jf iWE~{~Mf~:~·~~º~~f~~t!:~f :::¡:i:::0

:su
1

:

0 i:: 
ap11c·~~i6n ··,._;d~<:.fia~~·n~~id·~-~·.~:.:~~r~~.'.'.:~~-~~'rit:a.· .. ~ .. .\: 1a·;::'é.fiC1enc1a d8: .·la 

- ' - : .. y., ' 

nadul~ci6i{ pOr~::Rhiz~bium; ~,.. tod~_s · esto~:: '.~-~~~:a~- ~~-:-~~~'~t~:~n __ -~:r7Su1 t~~oS 
intere:Sa~~es. P~ra ei· lls_o: ~'bte·~~-ia_~-~ ;-~~~~~~~~:#~,~~--~~~~:~;~~-~-~~~S. áe manej~ 
de los Mizobium en lo~ agro'eCosiste~·a_E(-~~·~p~~~f·i~~-~r-c;i.·~:, 1'!_-~- i5r. sin 

embargo, cabe _destacar que estos "estudios deberi·_·Ser.-~Va1Uad0s en el 

campo para generar paquetes tecnol69i.~6s de inoculantes 

rhizobianos. 

La segunda tendencia en el estudio de· la fijaci6n del 

nitr6geno, es tener un conocimiento detallado, tanto a nivel 

genético como bioqu1mico de los procesos simbióticos (organogénesis 

de la planta, reconocimiento e intercambio de señales, la 

regulación de la eY.presi6n de genes y funciones metabólicas), que 

podr1an dar la pauta para ampliar el espectro de nodulación y 

fijación del nitrógeno a plantas de interés agr1cola que no pueden 

llevar a cabo dicho proceso; incluso se ha planteado la posibilidad 

de manipular los genes responsables de la fijación del nitrógeno e 

introducirlos a dichos vegetales, que los reconozca como propios y 

los exprese de una manera adecuada (16,17). 

La fijación biológica del nitrógeno consiste en la reducción 

de nitrógeno molecular a amonio y se lleva a cabo por 

microorganismos en vida libre y en simbiosis. Entre las relaciones 
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simbióticas tenemos la interacción de Rhizobiu~ con plantas 

lequmino~as la · ~Uai · ha·::- Sidci. est~diada< eXtensamente·. debido . a -su 

importari~ia :~~~·~6~¡~~<-~·'c ~-~, i~'l\ ·::;~··~ ·_ -. · ·.: 
Lá : éspeCiJ;iÓid~d de ,l~~' i~t~~~~iábl;,n~s . e~ir,~ ,l;,~' simbióntes . 

Rhizobiüm-'lequ;¡;in~iá; :>:1~;ú0;;~;·,;t~~i~Eº;~¡~;}j,~~~,~~~~~·~;~~·~ ... de.·· 
reco~oC{~J:~rif~·>i; uno~' de- los cuales·::.:;débe :._. ~er~--~:el:,•.::in~~~~~~~io. ·de· 

seña1es-' · m~{~~~i~~~-iú·~~~f~~}~i.''. h~S·~~~~~o\ Y _:'¡~·;···-~·~~t~;J.~ ·(·i~> .· El 
res~:1t~~·~ ·: ~de ~/l~-::;\¡_~~~~r-~ci&:[~"~.-;· _¡~t.r¡>:·~~i~Obi~m~ leg:uminosa es la 

formaéi6n' :·ae·_;¡.·~~·~:titiét~,~~s especializadas en fijar y asimilar 

ni~r6~-~~C>;:; i~~/-Cúale-s ·Son llamadas n6dulos, y es aqu1 en donde se 
. ·. :-

lleva ·a.cabo ia·fijaci6n del nitrógeno. La simbiosis es un proceso 

que se lleva· a cabo en varias etapas. cada etapa se puede 

caracterizar por la acción de un grupo especifico de genes tanto de 

la bacteria como de la planta, que actúan bajo la coordinación de 

señales moleculares que intercambian el hospedero y el 

microsimbionte (20,21). 

Durante esta interacción, es necesario principalmente, la 

expresión de los genes de nodulación (nod) , los cuales est§.n 

involucrados en las primeras etapas de la interacción y 

morfo9énesis del nódulo; de los genes para la sintesis de 

exopolisacáridos y lipo-polisacaridos e exo) , y los genes 

involucrados en la fijación de nitrógeno (ni! y tix) (22,23,24). 

Dentro de las Rhizobiaceas se encuentra Rhizobium etli, la 

cual es de gran interés biotecnol6gico·para nuestro pals, debido a 

que esta bacteria fija nitrógeno en simbiosis con la leguminosa 

Phaseolus vulgaris (frijol). 



Nosotros estamos interesados en conocer la.asimilación.de la 

glutamina en Rhizobium etÍi, · d~b:Í.do,· a -·que l~ . glut;amina ·~s un· 

compuesto claVe en e.1 ~eta:b·01ismo.déú nitl-6g~·~o--e~· '~i6i~or9áilismos, 
. - ·. . ... - - ' . . . . " ··'· . '., '· . .,,- ... ,_~·. ·· '"'• . - . 

::n:::r::.::ttt::;;e:t· .. ::t::;e~:i(s;i::r:r1~f~1t~~~~~,';~::a::~~::··· 
m1croorgan1~:~~·~ ... e~- _canside.rada e1 carr~p:re·-~~·~< d~}_ .'.f~'.~;:.~~·P~.~~i6n 
catab6i1c·~·"n~~rogenada (1, ~ ,3 ·; 2·s~-2~). .· -:-.~ .. -.:; .. ·. ::~~P"~.,;: ··~·: , 

En diversos siStemaS celulares, se hari· e~~k~6~~-~{~'6:-~·if~i-entes 
-··,_ ... -.·· ·. 

enzimas capaces de ut~lizar a la glutatriina>.~, .. ·_~omo.- sus~rato:' la 

transamidasa de glutamina, la glutamato sintasa, la glutaminasa, la 

oxidasa de L-aminoácidos y la via de la transaminasa de glutamina 

y la w-amidasa. 

Las transamidasas son enzimas que catalizan la donación del 

grupo amida de la glutamina a un aceptor, dando como productos el 

aceptor con un grupo amino y g1utamato. La mayoría de estas enzimas 

utilizan ATP. Asi, el átomo amido"de la glutamina es usado para la 

síntesis de los átomos de nitrógeno amida del NAO y de la 

asparagina, los átomos de nitrógeno 3 y 9 del anillo de purinas, 

los grupos aminas de la glucosamina, guanina, citosina, ácido p-

aminobenzoico, el átomo de nitrógeno del carbami1fosfato, el átomo 

de nitrógeno 1 del anillo del imidazol de histidina y el átomo de 

nitrógeno del pirro! del triptofano (1). 

La transarnidasa más estudiada es la carbamil fosfato sintetasa 

de Escherichia coli. Esta enzima tiene un peso de 163 kDa 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 uni6n para amonio, bicarbonato, ATP y los efectores 

alostéricos UMP, IMP, ornitina y amonio. La subunidad.ligera tiene 

el sitio de unión para el grupo ¡-glutamil de la glut.amina. 

Aparentemente, las dos subunidades contribuyen a 18 ~~i6~ -~e -~~ ·. 
glutamina debido a que la subunidad ligera, por separado, tiÉ!ne· un_a · 

baja afinidad por glutamina. Cuando las suburiidades están 

separadas, la subunidad pesada es capaz de catalizar la sinteSiS ·a~ 

carbamil fosfato a partir de amonio, p~ro no a pai:-tir de glutamii:ia. 

La subunidad ligera cataliza ·la· hidr6lisis de la glutamina. Los 

aspectos estructurales y funcionales descritos para la carbamil 

fosfato sintetasa respecto al siti~ de uni6n a la subunidad lig~ra 

son caracteristicas generales de las transamidas~s •. ~s1, 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 9lutamato sintasa es una transamidasa que cataliza la 

transamidac).6n reductiva de la 9lutamina 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 carec!an de la actividad de la glutamato 

deshidrogenasa y de la alanina deshidrogenasa, crezcan en un medio 

m!nimo (32) y de que en Aerobacter aerogenes la síntesis de 

glutamato deshidrogenasa puede estar totalmente reprimida, sin 

afectar la capacidad de este microorganismo para asimilar amonio 

llev6 a la demostración de que existe otra v1a para asimilar 

amonio (33). En esta v!a el amonio es asimilado por la glutarnino 

sintetasa para dar glutamina y después la glutamato sintasa lleva 
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a cabo la transamidaci6n reductiva de este aminoácido, dando dos 

mo1écu1as de glutamato. 

La participación de la glutamato sintasa en hong'?s 

filamentosos se demostró por primera vez en Neurospora crassa, con 

base en la observación de que una cepa mutante que carece de ,la 

actividad de glutamato deshidrogenasa crece igual que una cepa 

silvestre en cultivos limitados de amonio (34). La glutamato 

sintasa de N. crassa se purificó a homogeneidad. Esta constituida 

por un sólo tipo de mon6meros de peso molecular mayor a 200 kDa. La 

actividad de la glutamato sintasa en un medio con amonio es baja, 

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 limitación de amonio. 

Esto sugiere que la via de asimilación que opera en limitación de 

amonio eS la glutamino sintetasa-glutamato sintasa, aunque no se 

descarta la posibilidad de que la glutamato deshidrogenasa también 

participa en la asimilación de amonio en esta condición, debido a 

que 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 ácidos 

orgá.nicos. La actividad más alta se encuentra durante la fase 

exponencial del crecimiento, cuando R. etli utiliza amonio como 

fuente de nitrógeno, o nitrato, o glutamina, y durante la fase 

estacionaria se mantiene alta y conStante. En cambio, cuando 

utiliza glutamato como fuente de nitrógeno, la actividad de esta 

enzima es baja. La actividad de la glutamato sintasa se encuentra 
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cuatro veces más álta cu~ndO.R: ~tli utiliza succinato como fuente 

de carbono comparado ·:·::cllar\d~' ._. u~·iii~'~':._ ·:gi.:Jco~a -. o .. fructosa en un 
~ . - . '. ' - . . - - . . ---- - . .~ 

extracto sin dialÍza~';·:_~:::~~---~· ~xtr~C-to·:,'.·'diii.iiZacio la actividad es 

similar en esta.s· ·ca~~¡~'.i~n~·~':; _: ~~~ lo que se propone un efecto 

inhibitorio d~ nÍ~tab61ito.s. (37). 

Las 'glutaminasas son enzimas que catalizan la desaminaci6n 

hidrol1tica de la gllltamina, dando como productos glutamato y 

amonio. Las glutaminasas están ampliamente distribuidas en la 

naturaleza: han sido encontradas en mam1feros, plantas, hongos, 

levaduras y bacterias. Se ha reportado que E. coli tiene dos 

isozimas que se distinguen por su pH óptimo; la glutarninasa A tiene 

un pH óptimo de 5, mientras que la glutaminasa B tiene un pH óptimo 

de 7 (38). Saccharomyces cerevisiae también tiene dos isozimas, una 

periplásmica, la glutaminasa A, y una citoplásmica, la glutaminasa 

B. Estas isozimas se distinguen por su· termoestabilidad, su 

sensibilidad a piruvato y 2-oxoglutarato y por su pH 6ptimo (39). 

En Bacillus licheniformis se ha reportado la actividad de la 

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 también ha sido 

reportada en bacteroides de Rhizobium lupini (41,42). 

La glutaminasa mejor estudiada es la de rnamiferos, en donde se 

ha reportado la existencia de dos isozimas distintas. La 

glutaminasa de higado, encontrada únicamente en hígado de rata 

adulto, y la glutaminasa de riñón encontrada en rifión, cerebro, 

intestino y en hígado de feto de rata. El aislamiento y 

caracterización del cDNA de las glutaminasas muestra un 80% de 
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homolog1a entr~.la~ secuencias de aminoáci~os d~ las.dos isozimas; 

también se encontr6 que difieren marCadaitíente · en 'tilñiaf\o, 
. . ', ·. . .. ·. 

propiedades físicas, inmunoquimicas y en su r·egulaci6n. El patrón 

de similitud entre las· dos isozimas sugiere que probablemente son 

codificadas por genes separados (43). 

Las oxidasas de L-aminoácidos catalizan la desaminaci6n 

oxidativa de los L-aminoácidos a su correspondiente 2-oxoácido Y 

amonio. En microorganismos se han encontrado diversas oxidasa de L-

aminoácidos que son diferentes en su especificidad a L-aminoácidoti, 

han sido agrupadas en: las oxidasas que se caracterizan por su 

limitada especificidad del sustrato corno 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 la 

oxidasa de L-aminoácidos de Anacystls nidulans. Otras se 

caracterizan por su amplia especificidad de sustrato como: la 

oxidasa de fenilalanina de Proteus mirabllis, la oxidasa de L­

aminoácidos de Amphiora crasslsslma, Corynebacterium, Neurospora y 

Proteus rettgeri. En este grupo también se encuentra la oxidasa de 

veneno de vibora y la de rifi6n de rata (44,45). 

Proteus rettgeri tiene dos oxidasas de L-aminoácidos. La 

oxidasa I que utiliza como mejores sustratos a los compuestos 

aromáticos, monoaminomonocarbox1licos, compuestos con grupo 

sulfuro, imino y 8-hidroxi L-aminoácidós, es termoestable, y tiene 

un pH óptimo de 7. 6. Y la oxidasa II que utiliza como mejores 

sustratos la L-arginina, L-histidina, L-ornitina, L-lisina y L-
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citrulina, tiene alta·. afinidad por arginina, es termoestable y 

tiene un pH 6ptim·a de: 7. g:·.'(46).; 

La oxi~asa ---~~:-L~~~i~~~á~:-~do ~e N. crassa ·es capaz de desamii1ar 

oxidativ~m~~t~--~'!'1~· 9~Ut·~~ina- con una actividad de 50% me~c;>l--~U~ ·1a 

que pres8~t~~' ... ~,~~··.:i~-~~-~id~~~' .'que es el mejor su.str~_t?:-. -~e,:·-,.~~tá. 
' 1'. '• f 

enzimá. La siritéSiS '(:)~··' estÉl enzima requiere tant'? de· ~~,.·.in.~_~qC?~~ri,~ 

por un .amf~oli~~~o, como simultáneamente de la aerepr:e~.i:6ñ·· 

catab6liCa .nitro9ena:aa·. La limitación de carbono en pre~erlcia·::cie un:· 
. . .. " •_: .·::·.: '.· 

aminoácido· coino. ·1ndticitor no permite la inducción de ·la _ oXiaaS·a·. ~e~ -

L-aminoácido. Los inhibidores de la s1ntesis de. protei;:,~s('{! ·la· 
--· .. ,. 

• • • 1 • • -
sintesis de RNA _bloquean la acumulación de la· oXidasa·. -d~·.: L-

aminoácido, lo . que sugiere que la expresión de esta .;~ri,~ici~ ·''es 

controlada a·nivel de su trans?ripci6n (47). 

La transaminasa ·de · glutamina cataliza la reacción de la 

transaminaci6n entre la glutamina y muy diversos 2-oi<oácidos. ·El· 2-

oxoácido de la glutamina (2-oxoglutaramato) es hidroÍizado po~:una 

a>-amidasa a 2-oxoglutarato y amonio. La transaminasa de glutamina, 

a diferencia de otras transaminasas es irreversible. in \rivo, debido 

a que uno de los productos de la reacción, el 2-oxoglutaramato, no 

se acumula porque es hidrolizado por la li>-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). 

La transaminasa de glutamina ha sido estudiada ampliamente en 

mam1feros, en donde se reportan tres diferentes transaminasas de 

glutamina que difieren esencialmente en su especificidad por 

diferentes 2-oxoácidos y su localización intracelular. Una es la 



15 
transaminasa de glutamina_de ~igado (L), cuyos mejores sustratos 

son la· glutaminB., la ,.mE!tionina, :,·~~c~~a:: . .t ~~·7.in~ti~~~~~:r~t?, .B­

mercaptopiruva~o .y .'91f~~~1á.t~~ ~· · ... o1:r~·::' é~S ·~ir~~S~~i~!1~~{ci~: ~í~ta~}.n~ ... ~e _ 

:~:::m::~: ;:ne;;fr1;1;tIºtI::1~of:::~~K{/{{~:f;1;~!f;~~s~~~?(;:,····· 
tercera es 1_~· ·.~~~~~-ami~~sa:·'·-~~-. rifi~.n~: ~r~s~~:-~:'.,:~~i;~~t-~c~~~:~.~~, ~---;~ª· ·. 

:~:~::: .. ;:º;zlf J:)ª; ::":::::::ª:. :: :~ñ~~~ii1Jfi:tisn!1,t~;j:t:::. · 
'.\ :;·. ~~: ·:~. ,.·;:·;.-. 

encon::;::ae:et~~i:::n::m~::::e::sl~( :2:!:a1lt~;¡~f{~;~~ ~¡~{d~,~~.i ha. 
sido ~e¡lortada· ·en N. crass.a como la .V18·.-~~qU~1}p~--~.i~~~~CA~.~_I!le·~te., 

deg~ada' la glutamina, debido a que en ·este ·-hó~~~: ~-~;,: se.~det.e.ct.6·.ia: 
actividad de la glutaminasa (55,56,57). . ·:;.;.'>·:''>',;._ ...... - -

En s. cerevisiae también ha sido eS:·t~diad~ ·-. Úl 'v{a de la 

transaminasa de glutamina y la <A> -amidasél. La transaminasa 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 que la glutamina 

modula positivamente su actividad (58). 

En Neurospora y Saccharomyces se sugiere que la glutamina 

puede ser un punto clave para coordinar el metabolismo de carbono 

y nitr6geno (5,56,59). En algunos microorganismos se ha propuesto 

a la glutamina como el correpresor del catabolismo nitrogenado 

(2,3) ya que su concentración determina la utilización del 

nitrógeno del medio y la velocidad de síntesis y degradación del 

nitrógeno celular. De ello depende la regulación de la expresión 
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genética de un gran número de enzimas del metabolismo nitrogenado, 

de tal manera que es importante conocer tanto la s1ntesis de la 

glutamina como su degradaci6n (60). 

En N. crassa se ha estudiado la degradación y s1ntesis de la 

glutamina, y se propuso que esta degradación y resintesis dan 

origen a un ciclo (4), el cual puede contribuir a la formación de 

aminoácidos por transaminaci6n irreversible. El recambio 

aminoácidos puede ser una manera de regular rápidamente su 

coricentraci6n intracelular y ésta a su vez, regularla las 

actividades de la sintesis y la degradación del nitrógeno celular. 

,El c~claje de la glutamina puede ser también un mecanismo general 

para tomar o liberar el carbono de los compuestos orgánicos 

nitrogenados. El ciclaje de la glutamina a glutamato y otros 

aminoácidos puede ser una manera de mantener el balance de los 

compuestos nitrogenados. También se demostró que en N. crassa, 

cuando se inhibe el ciclaje de la glutamina a través de inhibir su 

síntesis, se disminuye el catabolismo de carbono a partir de 

sacarosa. Se propuso también que el punto de interacción en la 

regulación coordinada, entre el metabolismo de carbono y nitrógeno, 

puede ser el gasto de ATP para la sintesis de la glutamina 

(4,5,56,57). 

El estudio de la asimilación de la glutamina en R. etli, en 

vida libre y en simbiosis, nos permitirá conocer la función de la 

degradación de la glutamina en R. etli y su posible papel en 

coordinar el metabolismo de nitrógeno y carbono, como se ha 

propuesto en otros microorganismos. También podrá ser evaluada la 
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importancia de la degradación de la glutamina a esqueletos de 

carbono durante la simbiosis, en donde se ha sugerido que los 

aminoácidos podrían ser utilizado~ como fuente de carbono y energía 

en el bacteroide (63.,62). 
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OBJETIVO GENERAL: 

Conocer las vias que participan .en·. la asimilación 'de la 

glutamina, su regulación y func~6_n: ·~~ ··R·~~~~!'~.~1!1.·:·~~~·i:~._en·~ .. ~~da ·1ibre 
.. .,,-- . . . 

y en simbiosis con Phaseolus vulg~iS;"·:_a~i. c_omo· _1~. relación que 

existe entre la asimilaci6n de ia' gluta¡;,ina ·.Y ··1~· fijaci6n de 

nitrógeno. 

OBJETIVOS PARTICULl\RES: 

1. Determinar la actividad de enzimas q~e participan en la 

asimilación de la glutamina en R. etli en vida libre y en 

simbiosis. 

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

en la asimilación de la glutamina en R. et;li. 

3. Hacer propociciones sobre la función de la asimilación de la 

glutamina en R. etli en vida libre y en simbiosis, y sobre 

la relación que existe entre la asimilación de la 

glutamina y 1a fijaci6n de nitrógeno en R. etli. 
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METODOLOGIA 

CEPAS. 

Se utilizó la cepa silvestre Rhizobium etli, resistente a 

ácido nalidixico y estreptomicina, anteriormente clasificada como 

Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli, cepa CFN42 (63). 

CONDICIONES DE CRECIMIENTO. 

Los medios de cultivo se inocularon con la cepa silvestre de 

R. etli, previamente crecida durante 14 hrs en medio rico liquido 

de PY (extracto de levadura 0.3%, peptona de case1na 0.5%, cloruro 

de calcio 0.7 M), con una agitación de 200 revoluciones por minuto 

(rpm) y a una temperatura de 30 °c. Los medios de cultivo se 

inocularon a una deñsidad óptica de o.os a 540 nm y se agitaron a 

200 rpm a 30 ºC. Los medios minimos (MM) (fosfato de potasio 

dibásico 1.2 mM, sulfato de magnesio o.a mM, cloruro de calcio 150 

mM, cloruro de fierro 18 mM) se suplementaron con nitrato de 

potasio, cloruro de amonio o aminoácidos a una concentración de 10 

mM como fuente nitrógeno, y glucosa o succinato a una concentración 

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 rnl de 

MM suplementados con fuente de nitrógeno y carbono, los cuales se 

centrifugaron durante 10 minutos a 10 krpm en un rotor JA14. El 

sobrenadante se decantó, la pastilla de células se resuspendió con 
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agua y se volvi6 a centrifugar por 10 · minuto~: :a 1~ krpm. La 

pastilla se resuspendi6' en 1.5' ·.m~ ;-C:)e ·: i:>llff_~~.>~dé:~\~~t~fa,cci6n 
(dependiendo de la actividad enzimátfoá·quese '/'1'.a''d'.;:t.,nni~'1r); se·· 

:::::::~nP01s:er:::::::~ e:e. ::n::::3i;~·~~c:_~CMisK~:~~~}~i~1t±tf g) •. •··• 

y el sobrenadante se dializ6 en.·buff~r 'de·>~~t~aC~f6~·-du'~8.~rte· ·:i hrs, 
. . : " ... :. : : . " -

para la determinaci6n··._,de·. tranS'á.lnin·asa -de··:·glutamina ._y··g1utamato 

sintasa y por 24 hrs para ¡~ ~e{eri:i.~i~i.611 ·dé- 1~ --~-amidasa. . . . . . . 
Buffers de ext~acci6n: ._á). TÍ:-arisaminasa de glutamina: Pirofosfato de 

sodio O.OS M pH 8.5 y B-me~captoétanol 10 mM. b) W-amidasa: Tris­

HCl so mM pH s.s, EDTA .0.01 ·mM y B-mercaptoetanol 10 mM. e) 

Glutaminasa: Tris-HCl 200 -mM-pH--8 (para la determinación de amonio 

por medio de la glutamato deshidrogenasa) y Fosfato de potasio 

monobásico o .1 M pH a (para la determinación 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 TRANSl\MINASA DE GLUTAMINA. 

La transaminasa de glutamina se determin6 colorimétricamente 

midiendo la acumulación de 2-oxoglutaramato a 500 nm. La reacción 

se efectuó con 100 µ1 de extracto celular más 400 µl de coctel (50 

µl de gln o. 2 M, so µl de glioxalnto o. 2 M, so µl de 6-diazo-5-oxo­

L-norleucina (DON) 0.006 M, 50 µl de fosfato de piridoxal 0.002 M, 

100 µl de borato de sodio o. 75 M pH 8. 5 y 100 µl de agua). A los 

tiempos o, 45 y 90 minutos a 37°C, la reacción se paró con 100 µl 

de ácido sulfosialicilico al 20%, se centrifugó 3 minutos en la 
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microfuga, al sobrenada_nte se· ie adicionaron 250 µl. de vainillina 
. . -. ' 

(vainillina 4.5%, HCl.3 Nen etano1··a1 5~%), ·s~··.Calelit~. dur~nte 

minutos a 92 °C, - s~: :.~~j:~ '~·~~~·~·~:~~,·-:·~ $~·~_.-Éi.diÓ~~~-~-Z:'?"-~~:,"?_~O _.-_-),~--
30. 

de 

hidr6><ido de sodio 5N y se ley6 l~ den~idad 6pÚc:~ ;á'.~00 rim (64). 

En las determinaci~n~-~ ·:d~ ·_ i~. tra~~-~~~:~~:s~- :a.e :_ .. 9_1~~-a~i~a-, d·Onde 

se utilizaron di~erent~s. 2-~~~~·6.~i~os, . ·~~-~~$· ~:~-~ <~~~~i~uy'é.i-On -por 

glioxalato en la reacción a una concentración de 20 niM, excepto 

para B-fenilpiruvato e imidazol-piruvato que fueron de 10 mM y de 

3-indolpiruvato que fue de 5 mM. 

DETERHINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TRANSll!IINASA DE GLUTllllATO. 

La actividad de la transaminasa de glutamato se determinó 

midiendo la producción de glicina. La reacción se efectuó con 200 

µl de extracto celular y 800 µl de coctel (lOOJLl de glutaroato 0.2 

M, 100 µl de glio><alato 0.2 M, 100 µl de DON 0.006 M, 100 µl de 

fosfato de piridoxal O. 002 M, 200 µl de buffer borato de sodio O. 75 

M pH 8.5 y 200 µl de agua) a los tiempos O, 45 y 90 minutos a 37 

°C. Se par6 la reacción con 5 ml de etanol al 80%, se calentó a 

ebullición 10 minutos, se centrifugó 10 minutos a 10 krpm, se 

decantó, y el sobrenadante se liofiliz6. La glicina se determin6 en 

un analizador de aminoácidos (Aminco). 
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ~-AMIDABA. 

La actividad de la (,J)-amidasa se determin6 

espectrof otométricamente a través de medir la acumulación de sus 

productos, el 2-oxoglutarato y el amonio, por medi~ de la.glutamato 

deshidrogenasa (bovina) a 340 nm. 

La reacci6n se efectu6 con 200 µl de,extracto más 800 µl de 

coctel (200 µl de 2-oxoglutaram~to o .• 0.5-mM,.pH 7¡ 200 µl de Tris-HCl 

250 mM, B-mercaptoetanol 10 mM pH B.5, y 400 µl de agua) a los 

tiempos o, 30, 60 y 90 minutos a 37ºC. La reacción se detuvo con 

100 µl de ácido tricloroacético al 17%, se centrifug6 3 minutos en 

la microfuga y el sobrenadante se decant6 y se neutraliz6 a pH 7 

con una solución de hidróxido de sodio. Se tomaron 200µ1 de muestra 

de la primera reacc~6n y se agregaron 800 µl de coctel (200 µl de 

Tris-HCl 250 mM pH 7.2, 100 µl de 2-oxoglutarato 200 mM, 50 µl de 

NADH 5 mM, 450 µl de agua) . La reacción se efectuó con 5µ1 de 

glutamato deshidrogenasa (bovina) ; se determinó a 340 nm la 

desaparición de NADH correspondiente a la cantidad de amonio 

producido en la primera reacción. Para la determinación del 2-

oxoglutarato se reemplazó en el coctel, al 2-oxoglutarato por 

amonio a la misma concentraci6n (55). 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINABA. 

La actividad de la glutaminasa se determinó a través de medir 

sus productos: el amonio espectrofotométricarnente y 

colorimétricamente, y la utilización de la glutamina y la aparición 

del glutamato en un analizador de aminoácidos. 
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Para la determin~ción .de _amonio esPectrofótométricamente, la 

rea~ción se .. ef.ectuó con 2_00 µl de e~tracte>' más,_8~?_ µ,(de coctel 

(200 µl de glutamina 0.2 M, 200 µl de buff~r~~~-is2~cl.200 mM pH 8 

y 400 µl de agua). A los' tiempos o_,é_io,i(is.f{Íor~:i:nutos',~ J7 ºC, la 

reacción sé detuvo ·con i·oa µ"1 de_ ác;~~6~/~:~i:b{~:~~·~.C-éti~0.":\;11 17%, se 
. ':.>·-'." _- ·:e-. ~ ... '." 

centrifugó 3 minutos en microfuga, · ~6:~"°">-~,:~~?í~~~:-,·_en otro tubo y se 

neutralizó a pH 7. se· determinó la.formai:ión.de'anionio por medio de 
' :_· . 

la glutamato deshidrogenasa (bovina) a J40nm' como en el caso de la 

actividad de <o -amidasa ( 65) • 

Para la determinación de amonio colorimétricamente, la 

reacción se efectuó con 50 µl de extracto más 200 µl de coctel (125 

µl de glutamina 10 mM y 75 µl de buffer fosfato de potasio 

monobásico 0.1 M pH 8) a los tiempos o, 15, JO, 60 y 90 minutos a 

37 ºC, la reacción se detUvo c~n 250 µl de ácido tricloroacético al 

l. 5%, se centrifugó 2 minutos en microfuga y se decantó el 

sobrenadante en otro tubo. Se tomaron 20 µl del sobrenadante y se 

le agregaron 180µ1 de agua, 1 ml de solución I (fenol o .10 M y 

nitroprusiato de sodio o. 05 gr/lt) y 1 ml de solución II (hidróxido 

de sodio 0.12 M e hipoclorito de sodio 0.42 gr/lt) se agitó, se 

dejó reposar por 1 hr y se leyó la densidad óptica a 625nm (66). 

Para la determinación de la glutamina y el glutamato, la 

reacción se efectuó con 200 µl de extracto celular y aoo µl de 

coctel (200 µl de gln 0.2 M, 200 µl de buffer Tris-HCl 200 mM pH 8 

y 400 µl de agua) a los tiempos o, 15 y 30 minutos a 37°C, se 

detuvo la reacción con Sml de etanol al 80%, se calentó a 

ebullición 10 minutos, se centrifugó 10 minutos a 10 ooo rpm, se 
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decantó, y el sobrenadante se liofiliz6. La glutamina y el 

glutamato se determinaron en un analizador de aminoá.cidos (Aminco). 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMATO SINTASA. 

La actividad de glutamato sintasa se determinó siguiendo la 

oxidación de la coenzima NADPH, espectrofotométricamente a 340nm 

(37). La reacción lleva 100¡.¡l de e><tracto más soo¡.¡l de coctel 

(100¡.¡l de buffer Hepes 0.91 M más 10% de B-mercaptoetanol pH 8.5, 

150 ¡.¡l de 2-o><oglutarato 20 mM, 100 ¡.¡l de NADPH 1.6·mM, y 450¡.¡l de 

agua) y se inició la reacción con 100 ¡.¡l de glutamina 50 mM. 

DETERMINACION DE PROTEINA. 

La prote!na de los extractos celulares se determinó por el 

método de Lowry (67). 

PURIFICACION DE BACTEROIDES. 

Se machacaron 6 grs de nódulos de los frijoles infectados con 

Rhizobium etli, con 15ml de buffer de extracción (cloruro de sodio 

0.15 M, fosfato de potasio monobásico 50 mM pH 7.6), se 

centrifugaron 5 minutos a 3 krprn, y el sobrenadante se volvió a 

centrifugar 15 minutos a 15 krpm. La pastilla se resuspendi6 en 

ml de buffer de extracción. Se colocó 1 ml de la suspensión en un 

gradiente discontinuo de percoll (24.5 ml de percol, J.Sml de 

buffer de fosfato de potasio monobásic6 0.5 M más cloruro de sodio 

1.5 M pH 7.6, y 7 ml de agua), se centrifugó 50 minutos a 20 krpm, 

se recolectó la fracción de los bacteroides, se diluyeron 1:10 con 



25 

buffer de extracción, se centrifugaron 20 minutos ·a 15· krpm (68)-, 

la pastilla se resuspendi6 en 2 ml de buffer · de extracci6n 

dependiendo de la actividad enzimática que se .determin6. 
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RESUL'l'ADOS 

La .glutá,mi!1a e~ considerada· url.o de :los, donador.~s úniversales 

de ni tr6geno, ( 1, 2s·;·~6f·: .~:.l~:ri -~.1-.?~ri~~-:·_~i"c::l::..C?.~~~-~.~:~,ª.i:n.~,~, ~~-' h~'.· pr?p~esto 
como el correPresol:- 1 '·del ;_:<Cátab011Bmo·~'; riitiog~Íléido>~, (~·; ?) .,. y .·_,_en 

Neurosp~ra .·Y·.~;.c~h~~6~i~es/~~·.'~~;p~~p~'.~~~;;;~~~~·.~~~~º!···s~~; ~ri pu~to 

.:::::::"::.!;s:~:~:~:i~i:~I~:~id:~~r~:;1f~~~~t{~:~i~e(tf rt~~::;":• 
se ha r_e~lizado en diyersos siste~;as ·-_~,~~ú~·~Í~-~:,r~.'.~,~-::~_:~.t~~-~\~~ h~n 
encontrado diferentes enzimas capaces.· cie" -~ti1i~.~~}~):-~'<:.9iutélmina 
corno sustrato: la via de la transaminasa de- gÍtif'i~Ki~~<:;:\a·'· ·4> -

amidasa, las transamidasas de giuta~Í.n~-'~\ 1 ¡~,~~ '·d~ü.da~a· ·de L-
".,. ·: "~·~: .. -:~,B~~~~j :\~·:·, 

aminoácidos, la glutamato sintasa y . la. glutamiñá.Sa-.','.,c;'-~ 
::.'. ·).'\'.'"-;7/1/::;.~;/·~·:. "." ·'.'.· 

La transaminasa de glutamina. es· u:n :·.enz_i~~.:;~~qU:e~.P.~~i~.9c .a ~a. 

glutamina donar su nitrógeno amino Par~·:·diti::·d"i~~i~~J'~f~ioinóá~idos::y 
transarnina eficientemente con muy . dive~~-bs ~·~·~·i:~~~fi~~~~~~);"c ~·e~~~) ~ -~, 

En R. et:li la glutaminá es asi;;;iia~a•~~~\l~~·;;;¿;~d~ la 
transaminasa de glutamina y la . 4l :-.amid~s~. (6~) .• ~k~c:Íti~Ú~~ de. la 
transaminasa de glutamina en .. ~·- etli ~es s_~lni~ar a. la. ac_ti".'~dad -

reportada en s. cerevisiae bajo condicione_is niicroarof!licas, en 

donde la transaminasa de glutamina utiliza como sustratos a los 2-

oxoácidos glioxalato y piruvato (70), y a la actividad en N. 

crassa en donde utilizó como sustrato al 2-oxoácido fenilpiruvato 

(64). Dado a que la actividad de la transaminasa de glutamina en R. 

etli se midió en extractos celulares, se determinó la 

estequiometrla de la reacción que cataliza esta enzima para 

demostrar la producción equimolar de sus productos, ya que el 2-
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oxoglutaramato pod:r:1a. prove.nir' de la reacci6n de la glutamina con 

una oxi,dasa .-~e. _L~amin~á~-~~o~ _qu~ · d~ :··~-~mo p~oduct,os 2·..:_~xo'g~ut_~r~m~ta 
y amonio. L~ ~ ·9_1~~Jn~~~ pódr·1a. P~OY~~iiir·- de ¡~-: reacc:ii6n ~ a~opla'~a de una 

glittaminasá _":~~~~::\:t~~g·~~-d-~~':.~Í~~a~i·ria· ·.a;,.:·· 9iutamat~· _y·. ~m·~Jji~~: . co~ , una. 

tranS·~~~riaS~;:~ ·~:~/:~·,.·g~~:~;~~'~i~~~li~~al~to. La : esteciuionietria'·: .'de ·la 

tranSilnli~a~~~ :,i~:::·g{~~~~i~~---. ~:~~-~-~~t¿r~in6 en presencia: ---ci~- 6-~d-iazCi~s­
oxo-nor.leu~i~:a:_'(·c'Q'Q~:)·i:~~~,~~~s·.:.un inhibidor de tran~an\ictasa_s-~ el·-c:ual 

- '·- .... -:~·,_··. -·:-··.-,·./•,.' - ... ·, -. ·: 

se ha cté'ln~sfi~d1:):'"qJe;." inhibe'. también la actividad ·d~ '1a·-··@:...~?nidasa 

(54) '.,El uso-:,dÉ/;;~~~ inhibidor nos permite medir la 'acumulaci6n del 
: .;:. :, ~~. 

2-oxocil':Í~ara~at·o/~ya que -evita la degradación de es:te compuesto por 

la c.i~;;mida'sá-.-: T~mbién se deter~in6 la estequiometria de la 
: ._.'' :·. _, .. -· ·: ··.· 

transarilinasa·: -~ª: g~~tám.ii:i_a e!I presenci~ - de-· .los· análogos de la 

glutamina; la métionina sulfona (MSO) y la metionina sulfoximina 

(MS) los cuales se ha demostrado que son sustrato de la 

transaminasa de qlutamina de mamíferos (48), 

En la Tabla 1 se muestra que existe una producción equimolar 

de ambos productos de la transaminasa de glutamina, que en ausencia 

de alguno de los sustratos, glutamina 6 glioxalato, no se detecta 

actividad, que en presencia de aminooxiacético (AOA inhibidor 

general de transaminasas) inhibe aproximadamente un 70% la 

producción de glicina, asl como del 2-oxoglutaramato, y que cuando 

la reacción se efectuó sin DON (inhibidor de la w-amidasa) la 

acumulación del 2-oxoglutaramato es similar a la que se obtiene 

cuando se determina esta actividad en Presencia de DON {completo) . 

Esto sugiere que la "'-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 gluta.mina 

µmoles por ml 

ACTIVIDAD' 

ENSAYO' ESPECIFICA GLICINA 2-0XOGM 

Completo 12.98 1.00 1.24 

Sin glutamina N.Dc. 0.05 N.O. 

Sin glioxalato N.O. N.o. N.O. 

CON AOA J.61 0.34 0.34 

SIN DON 11.21 1.04 1.08 

CON MSO 5.55 . 1.11 0.53 

CON MSO, SIN GLN 4.2d 0.41 N;D. 

CON MS 6.47 1.14 0.62 

CON MS, SIN GLN 3.1 O.JO 0.038 

ºLoe extractos se obtuvieron de células crecidas en medio minimo suplementado con 

glutamina m§.s euccinato a las 14 hre. 

b¡:xpresado en nanomolee de 2-cxoglutararnato producido por minuto por mgP. 

"Expresado en nanomolee de glicina producida por minuto por mgP. 

dNo detectado. 

sulfoximina y glutamina, la producción de 2-oxoglutaramato 

disminuye aproximadamente un 50% y la producción de glicina 

permanece similar, mientras que sin glutamina la producción de 

glicina disminuye y no hay acumulación de 2-oxoglutaramato. Estos 
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resultados indican que 'tanto el MSO como el MS son sustratos de la 

transaminasa de glutaIDina. 

La glicina, producto de la transaminasa de glutamina, puede 

ser también el producto de una transaminasa de glutamato. Para 

confirmar que la relación equimolar de estos productos (Tabla 1) es 

debida a la actividad de la transarninasa de glutamina, se determinó 

la actividad de la transaminasa de glutamina y glutamato con 

glioxalato. Los resultados de la Tabla 2 muestran que en presencia 

de glutamina hay producci6n de glicina y 2-oxoglutaramato, mientras 

que en presencia de glutamato la producción de glicina es menor y 

no hay acumulación de 2-oxoglutaramato. La actividad de la 

transaminasa de glutamato es 1. 5 veces menor que la de la 

transaminasa de glutamina y la suma de las dos actividades es 

similar a la actividad enzimática cuando se utilizan glutamina y 

glutamato como sustratos. Estos resultados indican que la 

transaminasa de glutamina es una enzima diferente a la transaminasa 

de glutamato. 
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TABLA 2 

Actividad de la transaminasa de qlutamina y qlutamato 

µmoles por mgP 

ACTIVIDAD' 

ENSAYO' ESPECIFICA GLICINA 2-0XOGM 

Glutamina 8.1 0.73 o.so 

Glutamato 5.4 0.49 ·N.Dc. 

Glutamina y 13. 7 1.24 0.56 

Glutamato 

'·-. ... _· "' 

ar.os extractos se obtuvieron de cálulaB_· cr~cicÍas en- medio mtnimo suplementado con 

glutamina mAe succinato a las· 14 hra. 

~xpresado en nanomolee de glicina producida por minuto por mgP. 

"N.o, no detectado. 

En mam1feros se han reportado tres diferentes transaminasas de 

glutamina que difieren esencialmente en su especificidad por 

diferentes 2-oxoácidos y su localizacióri intracelular. Para 

explorar la posibilidad de que existiera más de una transaminasa de 

glutamina en R. etli, que tuvieran diferentes especificidades por 

2-oxoá.cidos, as1 como para conocer el mejor sustrato de esta 

enzima, se determinó la actividad de la transaminasa de glutamina 

utilizando diferentes 2-oxoácidos. 

/ 



TABLA 3 

Especificidad por 2-oxoácidos de la transaminasa de glutamina 

2-0XOACIDOS 

Glio><alato 
Piruvato 
2-oxobutirato 
2-oxovalerato 
2-oxosuccinamato 
2-oxoisocaproato 
2-oxoadipato 
2-oxoglutarato 
B-fenilpiruvato (10 mM) 
Imidazole-piruvato (10 ltlM) 
2-oxoisovalerato 
B-hidr6xipiruvato 
&-hidr6xifenilpiruvato 
DL-2-oxo-B-metil-n-valerato 
3-indolepiruvato (5 mM) 
2-0><0- -metiol-butirato 
oxaloacetato 

ACTIVIDAD RELATIVA' (%) 

100.00 
79.69 
77.74 
59.17 
56.68 
33.25 
26.63 
17.15 
14.10 
13.81 
l.l..37 

4.66 
3.73 
2.87 
N.o•. 
N.O. 
N.O. 

Los extractos celulnrco se obtuvieron de células crecidas en medio minimo 

suplementado con glutamina mAs euccinato a las 14 hrs. 

•Expresado en porcentaje de 2-oxoglutaramato formado por minuto por mgP. 

~.D, no detectado. 
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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-

oxobut1rico, 2-oxovalérico y 2-oxosucc:inamato. La actividad que 

present6 la transaminasa de glutamina, con los diversos 2-

oxoácidos, sugiere la presencia de una sola transaminasa de 

glutamina, similar a la transaminasa de glutamina de higado de 
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mamíferos que .tiene la mayor especificidad por glioxalato. 

Para· ~onoc~J:'..:~a"- funci6n de la transaminasa de glutamina, se 

determi,n6·.~su ~ctividad'en las diferentes fases del crecimiento, su 

regulaci~~ por·~arbono~ sus sustratos y productos. Como se ~uestra 

en la ·Fi9ura >:2 ,· )a actividad de la transaminasa de glutamina no 

varia -durante las diferentes fases del crecimiento de R. etli. 

También se encontr6 que la actividad de la transaminasa de 

glutamina es similar cuando R. etli crece en diferentes fuentes de 

carbono y amonio como fuente de nitrógeno; o en MM más glutamina 

más succinato, o en MM m&s glutamina como fuente de nitrógeno y 

carbono, o en MM más alanina (un posible producto de la 

transaminasa de glutamina); o en MM más 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 lrans;.,,mi~asa de glutamina 
en las diferentes fases del· crecimiento. 

Les extractos se obtuvieron de célula~ crecidas en medio mtnimo suplementado con 

glutamina más succinato. 



34 

100 

80 

~ 60 
o 
<t 
o 
:;: 
¡:: 
u 
<t 40 

20 

Gin Nll; N1!~1 PY Gin NH.¡-+ 
+ + 

:3ucc 3ucc Gluc Al"' A'P 
+ + 

Succ Succ 

FIGURA 3. Regulación de la lransaminasa de glutamina. 

Los extractos se obtuvieron de células crecidas a las 14 hrs. 
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La transaminasa de glutamina:-in vivo ~s _una e,n.z.im~ .. que. 

funciona acoplada a la t.o~amid8.sa. 'Esta enzima h.idroliz·a él 2-

oxoglutaramato ~intet.i~-~dO __ -:-.P~~~·:··:i~.·-~: t.~~~-~~·~~~~~a- '.'~~:~.·g~~~~~ina ·a 

::::ioe:t::o:::~::~::::·;:~;~:i;~t~ti~{IRtt~':ª~}~-lfüi~f;!~~:~ne::: 
acoplada a la :transaminas,:.;de;..o-g1utamin~·~:'.:debid~:.a·:~qu~i-~in DON la 

actividad- -_es. ~-¡~¡i~~-·:~y;~:~ "~~~fü:f~~:;i~~~~;g,g~f~~~-ii~-:~·~·-<~ª~-~~'nc·~·a-: de DON, 
. ·"" . "" .. '•' ,.,._. ..... '. - ' . '· ·' . .. 

inhibidor de: Ía, _ tra~s~~Í~as~· , d.~--- gl.Ut~m:Í..~a-~ ·., ·oe tal forma se 

establecieron las c0ndiciones apropiadas para determinar la 

actividad de la w-amidasa y se determinó la estequiometr1a de sus 

productos, 2-oxoglutarato (2-0XOG) y amonio. 
TABLA 4 

Estequiometria de la actividad de la W -am.idasa 

ENSAYO AMONIO• 

Completo 4.2 4.8 

Los extractos se obtuvieron de células cree ida e en medio mínimo eupleme~tado con 

glutamina máe euccinato a lae 14 hre. 

'Expreeado en nrnoles de 2-oxoglutarato producido por minuto por mgP. 

"Expresado en nrnoles de amonio producido por minuto por mgP. 

Los resultados en la Tabla 4 muestran una relación equimolar 

entre ambos productos de la úJ -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· máS_ .91U~a~~!1ª c:omc;> f~ente de 
' . . ' 

nitr6geno y carbono, eXCi;-etcl:·.'8.n\oni~-· al medio·:_de .. cultivo. Esta 

excreción es varias ·.vec~S- ·~a.Y.or. a· la que ·presenta R. etli . cuando 

crece en MM más glut~-~i~a ~'más .succinato. Estos' resultados indican 

que existe una mayor d~:g·r~~~~i6n · dEi- la _·glutamina cllando se utiliza 

este aminoácido como fuente de nitr6geno y carbono·, dado que la 

actividad de la transaminasa de glutamina en esta condición es 

similar a la de MM más glutamina más succinato. Estos resultados 

sugieren que el amonio, producto de la degradación de la glutamina 

es reasimilado por la glutamino sintetasa cuando el succinato se 

encuentra presente en el medio succinato y/ o existe otra actividad 

enzimá.tica (L-aminoá.cido oxidasa o glutaminasa) que degrada la 

glutamina a amonio, cuando se utiliza este aminoácido como fuente 

de nitrógeno y carbono. En cuanto a la actividad de la glutamino 

sintetasa en R. etli, se encontró que tanto la actividad de GSI 

como de GSII se encuentran bajas, en MM más glutamina como fuente 

de nitrógeno y carbono comparado con un MM más glutamina más 

succinato (69). 

La participación de la L-aminoá.cido oxi~asa en la degradaciÓllt'l 

de la glutamina es poco probable, debido a que se ha reportado que 

la glutamina reprime ha esta enzima (60). La actividad de la 

glutaminasa se ha encontrado en diferentes microorganismos (71, 72), 

como en E. coli (38) y en S. cerevisiae (39) ¡ en este último donde 

se han reportado dos glutaminasas. Debido a que los resultados de 

la excreci6n de amonio en R. etli sugerian también la presencia de 

la glutaminasa, se establecieron las condiciones apropiadas para 



37 

la determinación de esta enzima y su estequiometr!a. 

Los resultados en la Tabla 5 muestran una relación equimolar 

entre la desaparición del sustrato y ambos productos; en ausencia 

de glutamina o sin extracto celular no se detecta actividad de 

glutaminasa. 

TABLA 5 

Estequiometria de la actividad enzimática de glutaminasa 

ENSAYO' ACT, ESPECIFICA' 

completo 93 

Sin glutamina N. Dd. 

sin extracto N.O. 

-GLN 

0.9 

N.O. 

N.O, 

+GLU' 

].,2 

N.O. 

N.O. 

+NH.s+e 

1.3 

N.O. 

N.O. 

ªLos extractos se obtuvieron de células crecidas en medio mínimo suplementado 

con glutamina como fuente de nitrógeno y carbono a las 20 hre. 

~xpresado en nanomoles de amonio producida por mgrP por min. 

~xpreaado en µmoles producido a loe 15 min. 

dN.O, no detectado. 

Para conocer la función de la glutaminasa de R. etli se 

estudió su regulación durante las distintas fases del crecimiento, 

así como su regulación por la fuente de ni tr6geno y de carbono, por 

su sustrato y por sus productos. 

Se encontró que la actividad de la glutarninasa varia durante 

las diferentes fases del crecimiento de R. etli (Fig. 4). La 

regulación de la glutaminasa de R. etli en los diferentes medios de 
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cultivo y fases del crecimiento (Figs. ,.5, 6, 7)-, mÜestra que ·durante 

la fase exponencial del crecimiento ~~::i~~~~·~~~B.sa~?s~·.~,~~~~:entra 
alta en las diferentes condiCi6nes· del· ~i:-~Ci~i~~t-0/: ~hcoritrán'cÍose' 

la actividad más baja en cloruro de ani;;ni~ ·;.,á~ s~¿~i;;at~ (Fig. 

5). 
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FIGURA 4. Actividad dé la glulaminasa durante 
las difere.nles fá.ses del crecimiento. 

Loe extractos se obtuvieron de células crecidas en medio mtnimo suplementado con 

glutamina mb euccinato. 
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En la fase preástacionaria, se obsÉ!rva que la. actividad de la 

glutaminasa·dism~~Uye.:en j:~-~ éli~er~n:t::es condiciones, excepto cuando 

R. etli crece ;~~·:,MM :;-"~:i~_-,:.:~i~~~n{a:to más succinato, en MM más 

glutamina como ... ·f~~~te :-d-e ri{t~69eno y Ctlrbono, en MM más glutamina 

más succinato, en-:~:::~~~ 91utamat_o como fuente nitrógeno y carbono 

y en MM más am~nio· máS~-91uta'tRato más succinato (Fig. 6). Durante la 

fase estacionaria ia·g1utaminasa s61o se encuentra elevada en MM 

más glutamina como fuente de nitrógeno y carbono y en MM más 

glutamina más succinato (Fig. 7). 

La glutaminasa de R. etli es un enzima que se induce en 

presencia de su sustrato. As1 la actividad de la glutaminasa se 

encuentra elevada cuando se utiliza a la glutamina como fuente de 

nitrógeno o cuando se utiliza este aminoácido como fuente de 

nitrógeno y carbono, comparada con la actividad encontrada en MM 

más amonio más succinato (Figs. 5,6). 

La glutaminasa de R. etli se reprime por amonio. As1 l~ 

actividad de la glutaminasa es más elevedada cuando se crece a R. 

etli en MM más glutamina más succinato, o MM más glutamato más 

succinato, comparado con la actividad cuando. se crece a R. etli en 

estas condiciones más 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 más 

glutamina como fuente de nitrógeno, más succinato o glicerol o 

glucosa como fuente de carbono, la actividad de la glutaminasa es 

menor que cuando crece en MM más glutamina como fuente de nitrógeno 

y carbono. Cuando se utiliza succinato como fuente de carbono, la 



43 

represión de la glut8minB.'sa es·. merior_ compzirad"a con eL glicerol o 

glucosa, a pes~r de.q~e,e·l:,s·ucc'::i~at6 ~~- .. ~~cin.~iderado .la, mej~r fuente 

de carbono para R. et.i¡ CF~g~.,6,i) •· •· .. 
Cuando R. etli Crece -~:n· ~.-~á~: a~Part~to o· asparagina (no son 

'.- .·.. '· 

sustrato o producto ·de la .. 9_luta~i~8.sa) -~-.la actividad enzimática de 

la glutaminasa se encuentra :·:·elevada íinicamente durante la fase 

exponencial del crecimiento,· a diferencia de MM más glutamato, en 

donde se presenta alta actividad de la glutaminasa durante la fase 

exponencial y preestacionaria, o de MM más glutamina en donde la 

glutaminasa, se encuentra elevada durante las diferentes etapas del 

crecimiento. Las actividades de glutaminasa más bajas se encuentran 

cuando R. etli crece en una fuente de ni tr6geno inorgánico 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 degradación de 

la glutamina en R. etli durante la simbiosis, se determinaron las 

actividades de la glutamato sintasa, de la via de la transamin~sa 

de glutamina y la w-amidasa, y de la glutaminasa, en bacteroidcz 

de R. etli. Estas se compararon con las actividades enzimáticas en 

vida libre, cuando R. etli crece en MM más amonio más succinato o 

en MM más glutamina como fuente de nitrógeno y carbono. Los 

bacteroides se purificaron por un gradiente de percoll y se 

determinó su pureza por microscopia óptica. 

Los resultados de la Tabla 6 muestran que, cuando R. etli 

crece en MM más amonio más succinato, la glutamina es degradada 

principalmente por la glutamato sintasa y la glutaminasa, mientras 
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que cuando R. etll crece en glutamina como fuente de nitrógeno y 

carbono, este . aminoácido es degradado principalmente por la 

glutaminasa, al igual que en los bacteroides de R. etli. 

TABLA 6 

Actividades enzimáticas en bacteroides 

ACT. ENZIMATICA 

Transaminasa de glutaminab 

amidasac 

Glutamato sintasad 

Glutaminasac 

VIDA LIBRE 

A B 

12.9 6.4 

N.O' 10.0 

27.1 14.1 

32.0 93.6 

BACTERIODE' 

3.1 

3.9 

4.6 

64.0 

Las actividades enzimáticaa se determinaron en células crecidas en amonio más 

succinato (A) y en glutamina como Cuo:.nta de cilrbcnc y nitr6geno (B). 

"Los bacteroides fueron obtenidos de nódulos de 25 dtas. 

~xpresado en nmolea de 2-oxoglutaramato producido por minuto por mgP. 

<'Expresado en nmolee de amonio producido por minuto por mgP. 

dExpresado en nrnoles de NADPH oxidado por minuto por mgP. 

"N. D, no determinado. 



45 

DISCUSION 

Nosotros hemos encontrado que en R. etli la glutamina ·es 

degradada. ·poi" la· v1a de la transaminasa de glutamina y la w -

amidasa,: prciduciendose a un aminoácido, 2-oxoglUta:i::at·~:-,_y amonio 

(69); y ·que .. :puede utilizar este aminoticidc» c6mo 'fuente 'de 

nitr~é;eno_-y~·carb~no, ·a diferencia de otras bactel:-ias gram nega·tivas 

como E • . cÓl.Í }31 ). , o del . hongo N. crassa ( 64) • 

Eñ. · eSte- _._tr_abajo hemos encontrado que la transaminasa de 

glutatRina -:~~; 1~ _. etli, es un enzima que puede utilizar como 

sustratos otros análogos de la glutamina, como la metionina 

SulfÓximin~ y metionina sulfona (Tabla 1), como se ha reportado 

para las transaminasas de glutamina de mamiferos, y que su 

actividad se inhibe en presencia del ácido aminooxiacético, 

inhibidor 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 

que 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-oxoácidos que 

presenta la transaminasa de glutamina (Tabla 3), sugiere la 
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existencia·-de :una transaminasa':de· glutamina, .ar igual como se ha 

pi:opuesto: ~~-.;s. ·ce;~·v1~i.aa··:· (~a·) ;:;·La·:.trai-l~a~inas~'.:de·~·giu't~mina .en R ~ 
etli ~~e~~--··. P~-~~~-~~;~-i~{~-~~:~~:··'~-~-~~~~~I-~~:;··~; ~~ -~ ~-4~~·~:~:-.:--·~.~~6-if :lá. -Y~ de 

ac~er~~- _:c_~~\~~~,-~~fE~i~~j~~:~~~ '~~6-~:- ~-~~:o~~!-:6-~k~~-~s_t:~~; : · est_~ · e~·z1in8 es 
pareci.d,a .· a::.·1a :itran'sa;ina';~-·~'de:::qtutanliila ;~'.~~ ·-;~:1~-~-~o· · d~--- ~~~if~ros 

' · __ ·; .. -· . ·- ';!'-~~~~;· .:~~ -~ ~:;_:;·>\:·; :.·-~- '.J\>/?'" , .· . 
(5l.). ···.···:~: /\':,:y: fo{;:; ;}, ,. ; '/.. : ·. 

~~ ~~~~~~~-~n~~~-:.;_a~~---~7üt·a~~~~·.· _ª-~·.; ~n~ enzima· éuya actividad 

es.pe~¡~¡~~~:'.i·~~~~~~~-~~:i;~~~~-~'.~~~";:~t~~~~;~·e~. co~~{Ci~·ne:~ d~. ~~e·~~mientO 
y s610 ~e_:~~-6\.i~~tr~/~.~~·~.·~~·~a_'ct'ivida.d.·en medio rico de PY, por lo 

que· concluimoS···que~;e~-t~·: 'e~~itria·- se regula muy po'co (Figs. 2, 3) . Esto 

es similar -~. · lo~ q~'~'.'.. ~-~¿~~~·.: ,~n _· ~. crassa ( 64) y a diferencia de s. 

cerevisiae~ e~·~·d~·~d~. -Ía ~ratlsalninasa de glutamina· se regula por 

glutamina, lisiria·, ·a·:gi_icina (58). Estos resultados sugieren que la 

transaminasa de glutamina 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 proteínas, por tal motivo en 

un medio rico de aminoá.cidos, como PY, la actividad de la 

transaminasa disminuye (Fig. 3) 

El 2-oxoglutaramato sintetizado por la transaminasa de 

glutamina es hidrolizado por la tJJ -amidasa a amonio y 2-

oxoglutarato, como lo muestra la estequiometrla de la reacción 

(Tabla 4). Estos resultados muestran por primera vez que en un 

procariote, como es R. etli, opera la via de la transaminasa de 

glutamina y la W-amidasa, y que esta enzima puede tener un papel 

importante en la sintesis irreversible de alanina y glicina. Este 
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Ciltimo amino§.cido, además de utilizarse· . para, la s1ritesis de 
· .. ', . ' 

proteínas,' .. se :.utiliza\ en la". síntesis de·· pur:i~~·~, _:porf~rinas y 

glutati6n ... 
rever::b;:}t;a;::e::n~n~ª:~:::::t:r;:s:~f if~{°.~ii°r~~I,i~~j:~r: · 
(73), la transa~inasa .de. la.-glU.t~i?ina :es:·_~rr~V:~:tf~i~~'.~~.i:Y_~_'.:cjue·.-.e,~··2~·._·. 

:::::::a;::ª::t:0s::t::::~1=1d~:::::tLi!tf Z~~!iÉ;.~~~~f~~:lI:t:· 
;·«·:'·-· y amonio (74). 

La irreversibilidad. de la transariil~as~ d9: :~i~~~*-i~a·." favorece 

la s1ntesis de ·glicin·a 'y alanina, ·y cori. la·cparticipaci6n· de otras 
transaminasas, ·.a· 1-~ ~~~aci6n. ae. ~~·~tam~fti·'.:i_:··~¡~~~:-_· a~i.fiOác¡doS;· de 

tal forma que esto. pued~ ser una ~ane~~-·:a~·:,'~ª.l'.l~~n~r ei·.bal'ance de 

los compuestos nitrogenados. As1, ~na : .. posi~ie· _función de la 

transaminasa de qlutamina podr!a ser la de degradar glutamina para 

mantener las pozas de aminoácidos'. otra característica de la 

transaminasa de glutamina de R. etli es que tiene afinidad, y 

transamina eficientemente, por diversos 2-oxoácidos (48). 

Se demostró por primera vez en R. etli la actividad de la 

glutaminasa. La glutaminasa es un enzima que se induce por 

glutamina, se reprime por amonio, 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, encontrándose la actividad más baja en MM más amonio 

más succinato. Es importante observar que la glutaminasa se 
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encuentra alta duránte ~a fas~ .ex~onencial· del crecimiento, 

independientement.·e de-· la, fu~_nte . ~,e ll:itr6~eno o ca:r;bono que sea 

utilizada._,.Estos resultad0s··sugierén ·que eil--R. etli_ ia·glutámina, 

ya sea -la que, proVi-ene ~el_ ~e~,i~· -_d;·;~ul~~~~·:~-- l~<s~-~~~·t,izada·· ~or, :1-a 

célula, es degradada por la g~utam1nasa, es :·d_~C~~,. icl_- ~g~Utam;na es 

degradada y resintetizada (Fig. 5) .. 

Durante la fase p-r~-e~~,~~¡-~n·aiA~, \~-~ ~ / ~~~i~:~dadc . de · -.1a 
~ _- . -~--· _: - ' -_ -· . -: : ' ·: -'· - . ' 

glutaminasa baja en las diferentes ~cOndiCiones-. de crecimiento, 

excepto en MM má.s glutamin~ o glu·~~~a~~-'.·c~~~; f~~~te de nitr6geno o 

fuente de nitr6geno y carb.~nO,' i~-.'.~-~-~-.: .. -~-~gi~·re --~ue la glutamina es 

un inductor de la giu.tamina~~··, Pos.~b~ement.e, durante esta fase del 

crecimiento, disminuye la:· sínte.sis de la glutamina y por lo tanto 

su degradación. La alta actividad de glutaminasa en MM más 

glutamato más succinato puede ser debida a la elevada actividad de 

la glutamino sintetasa presente en esta condici6n, dando lugar a 

una mayor síntesis de la glutamina, el inductor de la glutaminasa; 

algo similar podría estar ocurriendo en MM más glutamato como 

fuente de nitrógeno y carbono (Fig. 6) • 

Durante la fase estacionaria, la actividad de la glutaminasa 

s6lo se mantiene alta en MM más glutamina como fuente de nitr6geno 

y carbono, y en MM más glutamina más succinato. Disminuye en las 

otras condiciones de crecimiento, aún en MM más glutarnato como 

fuente de nitrógeno, o como fuente de nitrógeno y carbono, en donde 

se habia mantenido alta. Esto podría ser debido a que durante esta 

fase del crecimiento la actividad de la glutamino sintetasa 

disminuye, por lo tanto también disminuye la sintesis de glutamina 
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y como consecuenc~a ~a- ac~_ividad de ~la 'gluta.mina~ª·:··.La elevada 

actividad d8 la 91~taminElS~ ·.·.~~·.MM ·:rn&s gluta~_ina··:'~oino · fÜente. de 

nitr6gé'no y :c~~b6:~~-; .. 'J.~-~~ .. ;-~--=;&~ '~f ~~~~·i~:·~-,~~-~'::··~u~~-~·¡·~:~:~o~:·· -.iridica. 

que la gÍuta;.in~ ~~: inductor·de la glutaminasa (Fig •. 7l. 

La c~j"i~-~~~-~~~~~:~ ~s _-Un enz-ima que se regllla por la fuente de 

carbo~6;· · debÍcÍO ·a· c;lue · c~ando R. etl.i crece en MM más glutamina 

com~ fuente de nitrógeno más succinato o glicerol o glucosa, la 

actividad de la glutaminasa es menor que cuando crece en MM más 

.glutamina como fuente de nitrógeno y carbono. Cuando utiliza como 

fuente de carbono succinato, la represión 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. s, 6}. Estos 

resultados nos hace proponer que una función de la glutaminasa es 

la de utilizar óptimamente los esqueletos de carbono de la 

glutamina. 

La glutaminasa en R. etli se reprime por amonio; asi, las 

actividades de la glutaminasa son más elevadas cuando R. etli crece 

en MM más glutamina más succinato o en MM más glutamato más 

succinato, comparado con las actividades de glutaminasa en estas 

condiciones más amonio (Figs. 5 1 7). Cuando R. etli crece en MM más 

amonio más succinato, o en MM más nitrato más succinato, o en medio 

rico de PY, la actividad de la glutaminasa es menor comparada con 

la actividad en aminoácidos como fuente de nitrógeno (Fig. 5). 

Estos resultados sugieren que en estas condiciones la gluamina 

también es degradada y resintetizada, pero que 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 ric::o de ._PY posiblemente se 

deba a que la degradaci6n de aminoácidos da como producto amonio, 

el cual reprime la actividad de la glutaminasa. Los resultados 

obtenidos sugieren que una función de la glutaminasa es el mantener 

el balance entre qlutamina y glutamato, siendo estos dos 

aminoácidos los donadores universales del nitrógeno celular, que 

juegan un papel central en el metabolismo de carbono y nitrógeno, 

ya que de su concentración intracelular va a depender el balance de 

los compuestos de nitrógeno. 

El papel de la oxidasa de L-aminoácidos en la degradación de 

la glutamina es poco probable, debido a que cuando se determinó la 

actividad de la transaminasa de glutamina sin glioxalato, no se 

detectó el 2-oxoglutaramato (Tabla 1) , lo que indica que la 

glutamina no es degrada por esta vía. Las oxidasas de L-aminoácidos 

de microorganismo generalmente no utilizan glutamina como sustrato 

(44,45 1 46), y además la glutamina reprime esta enzima (60). 

El 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 que es necesario degradar y resintetizar glutamina para 

contribuir a un gasto de energia y poder reductor, contribuyendo a 

una oxidación óptima de esqueletos de carbono en el ciclo de Krebs 

(5). 

En R. etll, la glutamina es asimilada a dos 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 de9rad~~a- por la ·transaminasa de glutamina a amonio, 2-

oxoqlutarato. y un aminoácido (65), o bien por la glutami~asB.···a 

glutamato Y. amonio. Estos productos son asimilados por la glutatriino 

sintetasa pai:-a resintetizar glutamina. oe tal forma, la presenci·a 

de estas enzimas contribuye a la formaci6n de un ciclo, donde la· 

glutamina es continuamente degradada y resintetizada (Fig 8) 

Estudios de marcaje con ºN, realizados cuando R. etli crece en 

MM más amonio más succinato, muestran que después de haber marcado 

con L-[amido-13N] glutamina durante 30 minutos la distribución 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 proporción 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 la glutamina es degrada y resintetizada 

(75). 

Los procesos ciclicos son comunes en el metabolismo celular; 

éstos funcionan en oxidaciones y s1ntesis, en la gener~ci6n de 

energía, poder reductor y en el transporte de una variedad de 

compuestos a través de membranas (76). Sin embargo, existen ciclos 

en los cuales la función no es aparente, como es el caso ?uando una 

reacción para la s1ntesis y degradación de un compuesto es 

catalizado por diferentes enzimas y doni:le la síntesis consume ATP. 

Estos ciclos causan una hidrólisis de ATP sin el correspondiente 

cambio de reactantes, por lo cual a estos ciclos se le ha 
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identificado con el, nombre de ciclos,' futiles, (76). En el 

metabolismo._ d~ · carbohiélra"tOs _ existen~:.:'_t::res'·\ci.Cl.6~-:;.:.~~n ;. t~j idos 

gluconeogén_icOs_: ~)_·-_:.e~;::d~·:.:-cf~_ut?~.S-~·-,'y': gi~§~~~:-6;~~~~~f_8_t~; .. b) ~ el de 

fructosa-6-f o'sfátO :::y·,:. frUCtO'Sá·-::-1-;·:6."':'di.foS":éato :-~~y , é) el :·de _fósf_oenol 

pir~vato -y '.~i~~v·a~~i¿ ): i:~:~i·,·;~~,~~" ~~iJi,_.~ .}~E'"-~ ~T><:~.:'~:.·;.: ·: ; ·Y:-::·- · 

~"'~: ·:¡;~;f~~~!~llf it~: ':'";,,::: 
alostéricos. ',As1 /', pór>'ejeinplo ;,';;,ia\"fosfofruci:ocjuinas'a · es inhibida 

. . : .,_·.;·, :_ ';~:: :·.~~'.:~:-f;:;_1,=:~~~~{ib;;:,::;~/{!;~J::.0>;-?;t\]";:. ;~.:::.··_:;,?-:;:_. ·:"_·· . 
por. ATP,·- mientraS. qU·e·,:18}fru-étOSa~ciifo6fátas8.teS,. inhibida por AMP; 

_: , ·."· -".->/:·_ ... ::"~·J. '.·-·fi:;:~\.:~!.~(,·,~ 1 ~:+;h·/,:y-~~F\··~~:: . .< -.'/ · .;·· < 
'de esta·forma, ·una.baja7c::an:ti~ad;de ATP.:y.'una ·alta cantidad de AMP, 

da cOmo resu1t~d~ ·::-i.a- : ~irit~~{.s' , de·. fruCtosa'.'"l, 6-d~fosfato y su 

utilizaci6n en la glic6lisis (77). 

El ciclaje de la glutamina en R. etli puede, contribuir a la 

síntesis irreversible de ·la glicina y la alanina 1 a través de la 

transaminasa de glutamina. Debido a que la glutamina, además de ser 

un donador de nitrógeno es también un correpresor del catabolismo 

nitrogenado (2,3), su recambio puede ser una manera de regular 

rápidamente su concentraci6n intracelular (76). Esto es debido a 

que un aumento en la velocidad de síntesis de la glutamina, 

combinado con una disminución en la velocidad de degradación de 

ésta, ocasionaría su rápida acumulación y, viceversa, una 

disminución en la velocidad de su sintesis acompañada de un aumento 

en su degradación, ocasionar!a una rápida disminución en la 

glutamina intracelular. De esta manera, se regularía rápidamente la 

concentración de la glutamina en la célula y ésta a su vez 

regularía las actividades de la síntesis y la degradación del 
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actividades de la transaminasa de glutamina y la (.i.) -amidasa Y de 

la glut~mato sintasa se encuentran .·J?aj~s·,: y~ ·1a glut:aminasa muy 

elevada (Tabla 6). Esto sugiere que la degr~daci6n. de la glutamina 

por la glutaminasa puede tener un papel , importante durante la 

simbiosis, ya que una de las funciones de la glutaminasa es 

utilizar 6ptimamamente los esqueletos de carbono de la glutamina. 

De las actividades que participan en la degradación de la 

glutamina, la glutaminasa es la actividad más elevada en los 

bacteroides lo que sugiere que la degradación de la glutamina por 

este enzima puede tener un papel importante durante la simbiosis 

(tabla 6). 

Para conocer la función de la glutaminasa en R. etli, 

recientemente se aisló una mutante (I.M16) que no puede crecer en 

glutamina como fuente de ni tr6geno y carbono y que tiene una 

actividad muy baja de glutaminasa. Actualmente se esta 

caracterizando la mutante LM16 y un plásmido que complementa esta 

mutante. 
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CONCLUBION 

En Rhizobium etli · la glutamina .e's asimilada por :1á glittamato 

sintasa (37), y degrada'd·a· -por. '-lá vi~ >de ·--1-~: :t~an'~~~iri-~sa, .. ·de 
' .. --,.,. ' . -- ·' : . . . '.- -~ 

glutamina y la ... -.amidasa (6g) y. la glutami,;asa.' l.~s ré~uitados . 

sugieren que la_ vi~--d~·--~i'~---fran·~-~miriasa .de glutamina y la w-ainidasa 

tiene un papel -impol-ta·nte·_--en: lá síntesis irreversible de glicina, 
, ~ ~ .. 

y alanina, y en m~ntener el balance de aminoácidos. También que la 

glutaminasa podria funcionar para mantener un balance entre la 

glutamina y el glutamato, además de tener un papel fundamental en 

la degradaci6n de la glutamina a esqueletos de carbono, cuando 

utiliza este aminoácido como fuente de carbono. La alta actividad 

de la glutaminasa encontrada en bacteroides, sugiere que la 

degradación 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 participación de estas enzimas en la degradación de la 

glutamina junto con la glutamino sintetasa contribuyen a un ciclo 

donde la glutamina es degradada y resintetizada (figura B). 

El ciclaje de la glutamina en R. etli puede contribuir a la 

formación irreversible de aminoácidos por transaminación, su 

recambio puede ser una manera de regular su concentraci6n 

intracelular y ésta a su vez regular1a las actividades de la 

síntesis y la degradación del nitrógeno 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 nitrógeno y carbono (Fig. 9) 
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FIGURA 8. La asimilación de la glutamina en Rhizobium etli. 
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