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RESUMEN

Rhizobium etli es una bacteria que fija nitrogeno en simbiosis con la leguminosa Phaseolus
wulgaris (frijot), lo que representa un hecho de gran interés biotecnologico para nuestro pais.

La glutamina, producto fina! de la asimilacion de amonio, es un compuesto clave en el
metabolismo nitrogenado, ya que sirve como donador de nitrogeno en una gran variedad de vias
biosintéticas, es correpresor del catabolismo nitrogenado, porque su concentracion determina la
utilizacion del nitrogeno del medio y la velocidad de sintesis y degradacion del nitrogeno celular.

Las glutaminasas (L-glutamina-amidohidrolasas, EC 3.5.1.2) son emimgs que catalizan la
desamidacion hidrolitica de la glutamina, dando como productos glutamato y amonio, en relacion
equimolar.

Los estudios realizados en R efli muestran que la glutaminasa juega un papel importante en
la utilizacién de la glutamina como fuente de carbono y nitrogeno y en mantener el balance 6ptimo
de las pozas de glutamina y glutamato intracelular, este hecho es de gran importancia, ya que estos
aminoAcidos son los donadores universales del nitrogeno celular. La glutaminasa participa en un
ciclo donde la glutamina es degradada por esta enzima y sintetizada por la glutamino sintetasa. Se
ha encontrado que la mutante LMI6 de R et/i, alterada en la actividad de glutaminasa tienc una
actividad de glutaminasa termoestable y que representa solo un 20 % de actividad en relacion a la
actividad de la cepa silvestre; mientras que la cepa silvestre tiene un 80% de una actividad de
glutaminasa termolabii y un 20% de una actividad de glutamiﬁasa termoestable, la cual presema
ademds diferente movilidad electroforética respecto a la glutaminasa termolabil, lo que sugiere que
existen dos glutaminasas en R e//i.

En bacteroides de R etli, se ha encontrado una actividad enzimatica de glutaminasa muy
elevada. En bacteroides de la mutante LM16 se presentan pozas altas de glutamina y pozas bajas
de glutamato respecto a la cepa silvestre, por lo que se sugiere que la degradacion de la glutamina
a esqueletos de carbono puede tener un papel importante en el proceso de la simbiosis, y por ende,
en la fijacion de nitrdgeno.

A pesar de la importancia de las glutaminasas en el metabolismo nitrogenado y del carbono

de las Rhizobidceas, no se han estudiado a profundidad, no se han purificado ni caracterizado, por

. o que se decidid llevar a cabo la purificacion de las glutaminasas de R et/i.




Para la purificacion de la glutaminasa termolabil se utilizo la cepa silvestre de R. et/i CE-3
con el plasmido pCD24, que contiene el gen de la glutaminasa termolabil y que presenta tres veces
més actividad de glutaminasa que la cepa silvestre; para la purificacion de la glutaminasa
termoestable, se conté con la mutante LMI6 que solo presenta actividad de la glutaminasa
termoestable. '

Se determinaron las condiciones que confieren estabilidad a la glutaminasa, las cuales son:
alta fuerza idnica para el amortiguador de extraccion (0.1 M KH;PO, o mas alto), pH 8, presencia
de su sustfato (glutamina 5 mM), el agente antioxidante dithiothreitol (DTT, 0.5 mM), presencia
de ADP y baja temperatura (4°C). Para los diferentes pasos de purificacion, se utilizo
amortiguador KH;PO, + 0.5 mM DTT + 5§ mM Gin (amortiguador KP), a diferentes molaridades.

Se establecid el siguiente protocolo para la purificacion de la glutaminasa termolabil de la
cepa CE3pCD24: Precipitacion con sulfato de amonio, donde se establecieron cortes a 20 y 35%
de saturacion. Cromatografia de intercambio idnico ‘ent DEAE celulosa, en que se utilizd un
gradiente lineal de concentracion de amortiguador KP 0.1 Ma I M para su eluido. Cromatografia
de interaccion hidrpfébica en Octyl agarosa, en que s utilizd un gradiente lineal de | M de KP a
H:0 para su eluido. Filtracion en gel, cn Sephacryl S-200, equilibrado en amortiguador KP 0.2 M.
Cibacron azul, con un gradiente lineal de KP de 0.1 M a | M. La glutaminasa termolabil se
purificd cercana a la homogeneidad, con una actividad especifica de 23 pmoles / mg proteina -
minuto. Esta enzima tiene una masa molecular de 90 kDa (obtenido por filtracion en gel), con
mondmeros de 24.5 kDa (obtenido en SDS-PAGE).

‘Para la glutaminasa termoestable de la cepa LMI6 se esta estableciendo el protocolo de
purificacion que hasta ahora slo incluye sulfato de amonio y DEAE celulosa. Se ha enriquecido
aproximadamente 6 veces, con una actividad especifica de 100 nmoles / mg proteina * minuto.

A partir de la obtencion de las glutaminasas puras, se estara en la posibilidad de continuar
con su caracterizacion bioquimica e inmunoquimica, que nos permitan determinar si estas enzimas
estin sujetas a una regulacion alostérica y/o postranscripcional, que controlen su‘ actividad
catalitica, ya que actian en un punto central del metabolismo nitrogenado y"de' carbono de R erl,

para conocer mas claramente el papel metabolico que juegan cada una de ellas en Rhizobium etli.




INTRODUCCION

El nitrégeno es un elemento indispensable para los organismos vivos, ya que forma
parte de los acidos nucleicos, las proteinas y otros compuestos necesarios para el
metabolismo celular, La disponibilidad del nitrogeno, fosforo y potasio en el suelo es de

~ considerable importancia econdmica, porque son los principales nutrientes de los vegetales.

De estos elementos, el nitrégeno es ei mis susceptible de transformaciones microbianas, y @s
un nutriente limitante para la agricultura, ya que se encuentra en muy baja proporcién en la
éortoza terrestre, y esta principaimente en forma de sales como nitratos { NO3) y nitritos (NO),
compuestos que por su alta solubilidad, son lixiviados por las lluvias hacia estratos profundos,
lejos de la zona de penetracién radicular, donde dificilmente pueden ser aprovechados por-
plantas o microorganismos (Du Pont, 1994). .

El nitrégeno en forma molecular (N;) se presenta en la atmésfera en un aito porcentaje,
pero resulta ser inerte para la mayoria de los organismos vivos, ya que éstos necesitan
obtener el nitrégeno en formas asimilables, tales como nilréios. amonio o amino&cidos. Los
microorganismos y las plantas han desarrollado una serie de mecanismos para buscar y
aéimilar el nitrégeno, las 'c‘uayles comprenden diferentes procesos, como son Ia forma de
buscarlo, incorporario a la célula, metabolizario para convertiio en amonio, asimilario a
glutamato y glutamina, distribuirlo en otros aminoacidos, acumulario en orgénulos especificos,
sintetizar macromoléculas y finalmente degradar el nitrégeno celular para reciclario otra vez a
amoniq (Mora y Lara, 1938). ' '

~ EL CICLO DEL NITROGENO

: El nitrégeno sufre una serie de transformaciones que incluyen compuestos como las
prqtelnas, sales, o su forma molecular gaseosa, que en su conjunto constituyen el ciclo del
nitrégeno; este ciclo puede iniciar con la amonificacién y ia mineralizacién del nitrégeno, en

donde parte de la gran reserva de compuestos nitrogenados en el suelo (humus) es

descompuesta y convertida @ amonio y nitratos, que son utilizados por las plantas. La
liberacién de amonio puede ocurrir @n condiciones aerébicas o anaerdbicas, la primera en el
suelo y la segunda en sedimentos de océanos y lagos. El nitrégeno orgénico es mineralizado
por organismos heterotréficps, ‘principalmente bacterias amonificantes y hongos. La




produccién bacteriana atrae a organismos que se alimentan de bacterias, entre los cuales
prevalecen los protozoarios por su efectividad (Elliot y Coleman, 1877). Cuando la bacteria es
consumida, parte del nitrégeno bacteriano es excretado como amonio y este puede ser
tomado por las raices de las plantas o ser transformado a nitratos por otras bacterias (Sprent,
1987).

Ya en forma de amonio o niratos, el nitrégeno es asimilado a proteinas, écidos
nucleicos y ofros compuestos nitrogenados, proceso denominado inmovilizacién o
asimiacién. La mayoria de las moléculas que la célula puede sintetizar, también las puede
catabolizar, ya que todas las moléculas estan sujetas a un reciclaje celular. La falta de
nitrégeno es una sefal metabdlica para activar el reciclaje, por lo que ia falta de éste lleva a
los organismos a degradar acidos nucleicos, proteinas, aminodcidos, pared celular y
aminoazucares (Alexander, 1981). . '

La oxidacion biolégica del amoniaco a nitritos y nitratos recibe el nombre de
nitrificacion, y es llevada a cabo por microorganismos nitrificantes. La nitrificacién autotréfica
es desarrollada por bacterias gram negativas de la familia Nitrobacteniaceae, todos los
-organismos de esta familia son capaces de obtener sus requerimientos energéticos para su
crecimiento de la oxidacién de amonio a nitritos. Las bacterias nitrificantes pueden dividirse en
dos grupos principales: las que oxidan el amonio a nitritos y las que oxidan nitritos a nitratos.
Las Nitrosomonas son los microorganismos representativos que oxidan amonio a nitritos. La
serie subsecuente de reacciones que conducen a nitratos son desarrolladas principaimente en
el medio por la bacteria autotréfica Nitrobacter (Belser, 1979).

En el proceso siguiente del ciclo del nitrégeno, la desnitrificacién se lleva a cabo por
bacterias como Pseudomonas, Microcaccus y Thiobacillus, que reducen los nitratos y nitritos a
mondxido de nitrégeno (NO) y a nitrégeno molecular (N;) liberdndolo a la atmésfera, lo que
trae consigo una pérdida neta del nitrégeno de los suelos. Los pﬂndpaloi factores ambientales
_ que afectan el proceso de desnitrificacién son la cantidad y naturaleza de la materia orgénica,
la aereacién; la humedad, la acidez y la temperatura. Es por eso que las bacterias
desnitrificantes comunmente se encuentran en ei abono, en el suelo fértil y en plantas de
tratamiento de aguas residuales. Estas bacterias son anaerobias facultativas, en las que la
desnitrificacion es un mecanismo .respiratorio en el que el nitrato sustituye al oxigeno
(Aiexander, 1981). -

Se ha calculado que las pérdidas de nitrégeno debidas a la desnitrificacion son
compensadas por el nitrégeno atmosférico que es reducido a amonio por las bacterias




fjadoras de nitrégeno. Las bacterias fijadoras de nitrégeno compensan estas pérdidas
reduciendo el nitrégeno atmosférico a amonio. La fijacién de nitrégeno es llevada a cabo por
bacterias en vida libre o en simbiosis , las que aportan el 95 % de la conversién de nitrégeno
molecular a formas combinadas como amonio; el 5 % restante es fijado como resultado de
procesos abidticos por medio del efecto de descargas eléctricas, luz ultfgvloleta, procesos
industriales,etc. Con la fijacién biolégica del nitrégeno, se completa el ciclo del nitrégeno. (Du
Pont, 1994; Calderén et al, 1994). ‘

ORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO

Dentro de los organismos capaces de realizar fijacién de nitrégeno se pueden dl;ﬁngulr
dos grupoé: fos organismos que fijan en vida libre, como los microorgahlimos de los géneros
Azotobacter, Anabaena, Klebsiella y Clostidium, que fijan nitrégeno para satisfacer sus
propios requerimientos, ésto sélo contribuye con una quinta parte del nitrégeno total fijido por
los organismos. »

. Ei segundo grupo lo constituyen microorganismos que establecen relaciones
mutualistas con las raices de las plantas, principalmente feguminosas, y puoden' fijar nitrégeno
durante esta asociacion, que representa un 80 % del total de nitrégeno fijado biolégicamente.
Dentro de los fijadbres simbidticos de nitrogeno pueden citarse especies pertendcientes alos
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobuim y Sinorhizobium. Desde el punto de vista
econdémico, en relacion a la agricultura, 1a fijacién simbidtica de nitfége_no es la mas importante
porque el nitrogeno fijado es suministrado directamente a la raiz de la planta, lo que garantiza
su aprovechamiento.

La escasez de nitrégeno disponible en el suelo en forma de compuestos asimilables
por las plantas, es uno de los factores limitantes para la agricultura. Por ello, se ha recurrido al
_uso de fertilizantes quimicos, obtenidos mediante el proceso de Haber-Bosch, en el que se
reduce el nitrogeno atmosférico a amonio, con un gran gasto energético, ya que se requiere de
elevada presién y temperatura para que sea eficiente. Los fertilizantes quimicos presentan
serios inconvenientes tanto econdmicos como ecolégicos: requieren de una industria
desarrollada, cuesta mucho desde el punto de vista energético, poseen elevados precios de
transporte, contaminan el medio durante su produccién, solo parte del nitrégeno agregado a
los campos se recobra en el cultivo, ya que parte del nitrégeno se oxida a nitratos y éste se
pierde tanto por lixiviacion como por desnitrificacion. Otro problema grave es que parte del




nitrégeno es oxidado a nitratos y éstos pueden contaminar lagos, causando eutroficacion, es
decir, la gradual muerte de los sistemas lacustres. Ademas el nitrato es un compuesto
potencialmente carcinogénico, ya que se puede convertir a nitrito y reaccionar con aminas
secundarias para dar nitrosaminas, que son compuestos que pueden inducir mutaciones.

Al considerando el alto costo econémico que representa el uso de fertilizantes
nitrogenados, asl como las desventajas ecolégicas que conlleva, se ha pensado en la fijacién
simbiética de nitrdgeno como una altemativa biotecnolégica para fertilizar los suelos, por lo
tanto, el estudio del metabolismo- de bacterias fijadoras de nitfégono como las del género
Rhizobium, es de una prioridad por demas justificable ( Du Pont, 1985, Durén, 19984),

Los miembros del género Rhizobium son bacterias gram-negativas aerobias en forma
| de bacilos de 0.5 a 0.9 uym de ancho y de 1.2 a 3 um de largo. El género se subdivide en dos
tipos de especies: los Rhizobium de crecimiento rapido que tienen un tiempo de duplicacién de
2 a 4 horas y forman colonias de entre 2 y 4 mm de didmetro en 3 a 5 dias; y |os Rhizobium de
crecimiento lento que tienen un tiempo de generacion de 6 a 8 horas y forman colonl_u de 1
mm después de 7 a 10 dias de incubacién. El término Rhizobia es aplicado a las bacterias de
los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, y Azorhizobium. Estas bacterias se han clasificado
por la especie de planta con que interaccionan, que en general, es especifica; por su velocidad
de crecimiento, su metabolismo y la forma en que hibridiza el DNA entre ellas. Estas
caracteristicas se comparan mediante taxonomia numérica (Tabla 1) (Segovia et al, 1993; Du
Pont, 1994).

-Dentro de tas Rhizobiaceas, se encuentra Rhizoblum otii, la cual representa gran
interés biotecnoidgico para nuestro pals, debido a que esta bacteria fija nitrégeno en simbiosis
con la leguminosa Phaseolus vulgaris (frijol). ‘

Duranta la simbiosis ocurre un intercambio metabdlico en el que la bacteria aporta el
nitrégeno en formas asimilabies para las leguminosas, y éstas proporcionan esqueletos de
carbono necesarios para el metabolismo de la bacteria, que a su vez son limitantes para la
fijacion de nitrégeno, que requiere mucha energia.

La familia Leguminosae es la segunda que provee al hombre mas semillas como
alimento, se destaca pof el elevado numero de especies utiles y la variedad de productos que
suministra a la economia humana. Comprende pocas especies nocivas o0 invasoras.
(Rodriguez y Porras, 1985, Esau, 1987; Cronquist, 1981), ‘

El frijol (Phaseolus vulgans), que pertenece a ésta familia, es un cultivo bésico para los
pequefios agricultores en muchos paises de América y Africa tropical y juega un papel critico
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en la nutricion de las familias con escasos recursos, ya que en algunos casos, proporciona
hasta una tercera parte del total de la proteina consumida (CIAT, 1987).

Tabla 1. Clasificacién de los Rhizobia y preferencia de hospedero.

Género Especie Biovariedad Hospedero
Crecimiento rapido B
Rhizobium leguminosarum phaseoli frijol
trifoli trébol
viceae chicharo
eli frijol
meliloii alfalfa
loti loto
Iupini  lupinus
Sredii leucaena
medicago
tropici frijol, leucaena
siratro
Crecimiento lento
Bradyrhizobium Japonicum : soya, leucaena
: mimosa
Azorhizobium caulivodans sesbania
Bradyrhizobium spp parasponia

Tomado de Du Pont, 1994,

Hay leguminosas que se cultivan para grano comestible: chicharo, frijol, haba, lenteja,
soya, cacahuate, etc. También se cultivan para el consumo de aceites (como la soya y
cacahuate), y se consumen secas por su alto contenido proteico (Stanley y Aguilera, 1985). Se
utilizan para forraje y como abono verde: alfalfa, trébol, carretilla, cacahuate, haba, soya y
lenteja. - -

La especificidad de las interrelaciones entre los simbiontes Rhizobia-leguminosa incluye
mecanismos- bioquimicos de reconocimiento, intercamblo de sefales moleculares entre el




hospedero y la bacteria, ya que durante 'la simbiosis ocurren cambios en sus procesos
metabodlicos, que a continuacion se describen.

EL PROCESO DE NODULACION

La fijacion de nitrégeno ocurre en una estructura llamada nodulo, que se desarrolia en
una serie de pasos. En el proceso de nodulacion Rhizobium es quimiotdcticamente atraido
hacia las raices de la pianta debido a atrayentes especificos exudados que contienen
compuestos flavonoides. Las células vegetales susceptibles de infeccion y nodulacién, se
encuentran entre el pelo radicular més pequefio y el dpice de la raiz. Las bacterias inician ia
sintesis de un tetrasacarido acetilado queb altera el crecimiento de los pelos de la raiz y
provoca su deformacién e inciuso su crecimiento en espiral, que atrapa a las bacterias (Dazzo
y Gardiol 1984; Yao y Vincent, 1969). ‘

Las céluias de ia corteza de la ralz bajo la epidermis, empiezan a dividirse (Libbenga y
Harkes, 1973; Newcomb, 1981) y las bacterias atrapadas en la espiral de los pelos de laraiz o
entre fos pelos y otra célula, proliferan y empiezan a infectar a ias células superficiales de la
planta. Las células de la planta invadida son estimuladas a producir una envoitura de pared
celular ilamada "hilo de infeccion” (Callaham y Torrey, 1981), por donde penetran las bacterias
al tiempo que se reproducen. Las células de la raiz van formando el cuerpo del ndédulo al
dividirse y los hilos de infeccion se ramifican; cuando las bacterias son liberadas en el
citoplasd\a de las células de la ralz, son envueitas en la mombraha plasmética de la planta -
llamada membrana peribacteroidal (Robertson et al, 1978). En este momento, las bai:ton‘as
dejan de crecer, se diferencian a bacteroides y empieza la fijacion de mtrégeno y ol
intercambio metabélico (Sutton et al, 1981; Verma y Long, 1983).

EL PROCESO DE FIJACION

La nitrogenasa es el complejo enzimdtico que cataliza la reduccién de nitrégeno
atmosférico en amonio, estd formada por dos proteinas que no pueden fijar por separado,
iiamadas proteina Fe Mo y proteina Fe. EI proceso de fijacion requiere de gran cantidad de
energia para que cada molécula de N; sea convertida a dos moléculas de NH, (Bur‘gou.1985).

N;+8H +8e + 18 ATP - 2NH; + H, + 16 ADP + 16 Pi
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La protelna grande (proteina Fe Mo) es un tetramero con dos pares de subunidades no
[dénticas (o Pz) con una masa molecular aproximada entre 220 y 240 kDa. La proteina
pequeia (proteina Fe) es un dimero de subunidades idénticas (oz) con una masa molecular
aproximada entre 60 y 65 kDa. Todas las nitrogenasas tienen una estructura basica general
(Morteson y Thomely, 1879).

LA ASIMILACION DE AMONIO

Una vez que el nitrégeno atmosférico es reducido a amonio, éste @s incorporado a
compuestos organicos por el proceso conocido como asimilacion de amonio, a través de! cual
se deriva todo el nitrégeno celular, y que consiste en la incorporacién del nitrégeno inorgénico
a esqueletos de carbono para formar ios aminoacidos glutamato y glutamina, que a su vez son
los donadores universaies del nitrégeno necesarlo para la biosintesis de todos los compuestos
nitrogenados y de su equilibric depende la eficiente distribuclon del nitrégeno intracelutar.

Existen evidencias que indican que' la asimilécibn de amonio se lleva a cabo
principalmente por la planta (Brown y Dilworth, 1975; O’'Gara y Shanmugan, 1976). Asi, las
enzimas para ia asimilacion del amonio se encuentran bajas en e! bacteroide, mientras que en
el citoplasma de las células de la planta se encuentran muy aitas. En el citoplasma de |a planta
el nitrbgeno se encuentra principaimente como giutamina, glutamato, alanina y alantoina;

. mientras que en los bacteroides los compuestos nitrogenados més abundantes son glutamina,

glutamato, alanina y aspartato.

La glutamina, uno de los productos finales de la asimilacién del amonio, es un‘
compuesto clave en el metabolismo nitrogenado, ya que sirve como donador de nitrégeno en
una gran variedad de vias biosintéticas (Stadtman, 1973) y ademas funciona como correpresor
del catabolismo nitrogenado en muchos microorganismos (Halpemn, 1988), ya que su
concentracion determina ia utilizacién del nitrogeno de! medio y la velocidad de sintesis y
degradacion dei nitrégeno celular (Figura 1).

Junto con el glutamato, la glutamina es considerada como donador universal del
nitrbgeno celular, y de el equilibrio entre ambos, dépende la dptima distribucién del nitrégeno
celular,
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L - H—-(ll NH> Aminoécidos
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Glutamato + NH3

4 Figura 1. Glutamina y glutamato como donadores de nitrégeno.

- EL METABOLISMO DE CARBONO

En la simbiosis entre la leguminosa y Rhizobium |a bacteria proporciona amonio, ol cual
es utilizado por la planta y |a planta provee a la bacteria de carbono. La naturaleza de la fuente
de carbono que provee la planta ha sido sumamente estudiada, debido a que el
abastecimiento de |a fuente de carbono limita la fijacién de nitrdgeno (Hardy y Havelka, 1976).

Los compuestos de carbono que son liberados al nddulo son primariamente
monosacdridos y disacdridos, sin embargo, algunos estudios sugieren que estos compuestos
no son ia fuente primaria del carbono que utilizan los bacteroides (Dilworth y Glenn, 1984), ya
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que éstos carecen de la actividad de invertasa, presentan bajos niveles de las enzimas de la

glucdlisis y oxidan muy lentamente los azucares.

‘El ciclo de los écidos tricarboxilicos ha sido reconocido como una via central en el
metabolismo de carbono en los bacteroides (Stowers, 1985), asi, los niveles de las enzimas
que participan en éste ciclo se encuentran elevadas en los bacteroides (McKay et al, 1988) y
las mutantes deficientes en enzimas de este ciclo, tales como la succinato deshidrogenasa y la
2-oxoglutarato deshidrogenasa, forman nédulos inefectivos, es decir que no fijan nitrégeno
(Duncan y Fraenkel, 1979; Gardiol et al, 1982); mientras que las mutantes daficientes en el
metabolismo de carbohidratos forman nddulos efectivos. Los intermediarios del ciclo de Krebs,
succinato, fumarato y malato son considerados la fuente mas probable de carbono y energia
utilizada por los bacteroides, ya que las mutantes deficientes en el transporte de acidos
dicarboxilicos no fijan nitrogeno (Arwas et al, 1985; Finan et al, 1983; Ronson et al, 1981,
Ronson y Primrose, 1979). ‘

Aunque la evidencia existente indica que los &cidos dicarboxilicos son la fuente de
carbono que le proporcioné la planta a los bacteroides durante la fijacién de nitrégeno, las

‘mutantes que no transportan estos compuestos son capaces de nodular, lo que sugiere que

existen otras fuentes de carbono que proporciona la planta a Rhizobium durante la simbiosis.
Kahn y colaboradores (1985) han propuesto que los compuestos carbonados que contienen

nitrégeno podrian ser también importantes fuentes de carbono. En este modelo, se propone -

que al acoplar el metabolismo de la simbiosis a través del intercambio de compuestos que
contengan nitrégeno (cdmo la glutamina) se da iugar a una relaciéon evolutivamente mads
estable. '

Las imutantes de Rhizobium meliloti alteradas en el catabolismo del aspartato nodulan
pero no fijan nitrégeno. Dichas mutantes presentan bajos niveles de actividad de aspartato"
aminotransferasa, no crecen en aspartato como fuente de carbono y forman nédulos
inefectivos, lo que demuestra que dicha actividad se requiere para la fijacién de nitrégeno, @
identifica al aspartato como sustrato esericial de los bacteroides (Rastogi y Watson, 1991),

Recientemente se ha obtenido una triple mutante de GS (sin actividad de glutamino
sintetasas) de Rhizebium meliloti, la cual no crece en medios sin glutamina, pero si tiene la
capacldad de nodular y fijar nitrégeno, lo que sugiere fuertemente que durante la simbiosis, la
planta le proporciona este aminoécido al bacteroide. (Calderén, 1995, comunicacién personal).
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LA ASIMILACION DE LA GLUTAMINA EN Rhizobium etli

Por medio de estudios bioquimicos y fisiolégicos se han determinado las enzimas que
participan en a asimilaclén del amonio y la degradacién de la glutamina en R etli (Figura 2); se
ha encontrado que el amonio es asimilado por la via glutamino sintetasa (GS)-glutamato
sintasa (GOGAT), y la glutamina es sintetizada a partir de glutamato y amonlo, por medio de la
GS, icon gasto de ATP y degradada a través de la transaminasa de glutamina - - amidasa, y
a través de la glutaminasa (Duran y Calderén, 1985).

Rhizoblum etli presenta tres glutamino sintetasas, denominadas GS|, GSli, y GSlIl. La
GSi es homéloga al producto del gen ginA de las bacterias entéricas en términos de
termoestabilidad, peso molecular, subunidades de ia enzima y propledades de adenilacion. La
GSll estdA compuesta por ocho unidades, es termolabil y no estd sujeta al control por
adenilacién. La actividad de GSI es regulada postranscripcionalmente, pero los niveles de la
~enzima permanecen relativamente constantes en diversas condiciones. La actividad de GSil
es regulada por la fuente de nitrdgeno, y es reprimidé en amonio y glutamina como fuentes de
nitrégeno, y activada por glutamato o nitrato. La GSII también se regula por la concentracion
de oxigeno (Bravo y Mora, 1988). La GSl|I actualmente est4 siendo caracterizada.

La glutamato sintasa utiliza glutamina y 2-oxoglutarato para sintetizar dos moléculas de
glutamato. La GOGAT puede tener un papel en la regulacién del equilibrio de la glutamina y
del glutamato intracelular. Es reprimida por glutamato e Inhibida por acidos ofgénicos (Bravo y
Mora, 1988),

La transaminasa de glutamina transfiere el amino de la glutamina a un 2-oxodcido, para
formar el correspondiente a-aminodcido y 2-oxoglutaramato. Esta transaminasa es reversible,
pero debido a que se encuentra acoplada a la w-amidasa, la cual utiliza como sustrato el 2-
oxoglutaramato para formar 2-oxogiutarato y amonio, la via opera en el sentido de utilizacién
de la glutamina; por lo que se suglere que la transaminasa de glutamina - @ - amidasa es
importante para la sintesis irreversible de glicina, alanina y otros aminoécidos, asi como para
mantener el balance entre los mismos (Duran y Calderén, 1895).
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AMN0____ GLUGLY
transferasas
' NAD® \ 40P
GDH: N\ NHDPH o’
NADH
proteinas NHg' + 2-OX0G

GLN: gutamina,  GLU: glutamato  a.a: amincdcido GS: glutamino sintetasa
NH:= amonio  GDH),’ glutamato dehidrogenasa biosintética 2-oxo§: 2-oxoglutarato
GDH.: glutamato dehidrogenasa catabdlica -2-OXOGM: 2-oxoglutaramato

Figura 2. La asimilacién de ia giutamina en Rhizobium etii.

LA GLUTAMINASA DE Rhizobium etli

Las glutaminasas (L-glutamina-amidohidrolasas, EC 3.5.1.2) son enzimas que catalizan
la desamidacion hidrolitica de la glutamina y dan como productos glutamato y amonio:

CO,H CO;H

, NH, glutaminasa OH -,
H,N , (’ > H,N *+NH,

0
H,0
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Duran y Calderon (1995) reportaron por primera vez la presencia de glutaminasa en R
etli. La actividad de glutaminasa es regulada por la presencia de su sustrato, asi como por
amonio y la fuente de carbono; ademas varia en las diferentes fases de crecimiento de R et/j,
encontrandose alta durante |a fase exponencial de crecimiento, independientemente de la
fuente de nitrégeno y carbono utilizada para su crecimiento, mientras que durante la fase
estacionaria, |a actividad de glutaminasa baja en la mayoria de las condiciones de crecimiento,
exceptuando glutamina como fuente de carbono y nitrégeno, y glutamina-succinico, lo que
sugiere que la glutamina es inductor de la enzima.

Los estudios realizados en R elli demuestran que la glutaminasa juega un papel
importante en |a utilizacion de la glutamina como fuente de carbono‘y nitrégeno y en mantener
¢} balance 6ptimo de las pozas de glutamina y glutamato intracelular. Una mutante alterada en
la actividad de glutaminasa (LM16), no puede crecer en glutamina como fuente de carbono y
nitrégeno, ademas de que presenta alta la poza de glutamina intrdcelular y baja la poza de
glutamato, respecto a la cepa silvestre (Duran et al, en prensa). ' .

La glutaminasa participa en un ciclo donde |a glutamina es degradada por esta enzima
y sintetizada por la glutamino sintetasa: Cuando la bacteria crece en glutamina como fuente de
carbono y nitrégeno, excreta altas cantidades de amonio en relacion a su crecimiento en
glutamina-succinico; la glutaminasa presenta una actividad similar en esas condiciones,
mientras que la actividad de glutamino sintetasa se encuentra reprimida cuando la bacteria
crece en glutamina como fuente de carbono y nitrégeno y se encuentra activa en glutamina-
succinico. Al utilizar. un inhibidor de GS, cuando |a bacteria 'crece en glutamina-succinico, se
observa que la excrecion de amonio es varias veces mayor, lo que indica que el amonio
liberado por la glutamina es asimilado por la GS, lo que da lugar a la operacién del ciclo de
degradacion y sintesis de la glutamina (Duran y Calderon, 1995).

El patrdn de actividad de la glutaminasa presenta correlacion con la actividad de GSli,
durante el crecimiento, excepto cuando |a bacteria crece en glutamina como fuente de carbono
y nitrégeno, ya que en esta condicién el ciclaje de la glutamina opera a un nivel mas bajo, lo
que permite que la glutamina sea utilizada como fuente de carbono para el crecimiento.

Se han propuesto muchas funciones se para el ciclaje de la glutamina (Calderdn, et al,
1989; Calderdn y Mora, 1985; Katz y Rognstad, 1976; Mora et al, 1992; Mora, 1980): contribuir
a la transaminacion irreversible de la giutamina; control rapido y eficiente de la concentracion
intracelular de la glutamina y de la velocidad de sintesis y degradacion del nitrégeno celular;
un método general para tomar o liberar los esqueletos de carbono de los metabolitos
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nitrogenados; mantener un balance optimo entre los compuestos nitrogenados; para disipar
energia; y contribuir a un gasto energético, de ATP y poder reductor, para una oxidacion
optima de carbono en el ciclo de Krebs y con ello generar mas energia. ‘

En bacteroides de la mutante de R. efli, LM18, afectada en la actividad de glutaminasa,
se presentan altas pozas de giutomina y bajas de glutamato respecto a la cepa silvestre, por lo
que se sugiere que la degradacion de la glutamina a esqueletos de carbono puede tener un '
papel importante en el proceso de la simbiosis, y por ende, en la fijacion biolégica del
nitrégeno (Duran et al, 1995, en prensa).

Algunos estudios recientes en nuestro laboratorio demuestran que la mutante LM16
presenta una actividad de glutaminasa termoestable, mientras que la cepa silvestre presenta
un 80 % de una actividad de glutaminasa termolabil y un 20 % de una actividad de
glutaminasa termoestable, lo que sugiere que existen dos glutaminasas en R. elli. (Ver
resultados en precipitacion diferencial de proteinas por su termoestabilidad).

LA GLUTAMINASA EN OTROS MODELOS BIOLOGICOS.

GL»UTAMINASAS DE MAMIFEROS.

En mamiferos se han purificado y caracterizado bioquimica e inmunolégicamente dos
isoenzimas de glutaminasa que presentan variacion en cuanto a su distribucion en el
organismo, asi como en su regulacion;

La L-glutaminasa (glutaminasa de higado), se encuentra unicamente en higado de
adultos, se caracteriza por una Km relativamente alta glutamina y una Ka baja por fosfato por
lo que es conocida como fosfato-independiente, se activa por amonio y no es inhibida por
glutamato.

La K-glutaminasa (glutaminasa de riién), se encuentra en todos los tejidos que tienen
actividad de glutaminasa (rifién, cerebro, musculo, intestino delgado, tejidos fetales), pfesanta
una Km relativamente baja por glutamina, una Ka alta por fosfato (fosfato dependiente) y
presenta inhibicién por glutamato (Smith y Watford, 1988; Curthoys et al, 1978). Asimismo se
plantea la existencia de una regulacion postranscripcional de la actividad de glutaminasa
durante el desarrollo de tumores. (Marquez et al, 1994).
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El aislamlento y caracterizacién del DNA complementario de las dos isoenzimas
muestra un 80 % de homologla entre sus secuencias (Shapiro y Curthoys, 1987, Shapiro,
1991; Smith y Watford, 1990); también difieren marcadamente en tamado, ya que la L-
glutaminasa presenta una masa molecular de 300 kDa, con mondmeros de 58 kDa; mientras
que la K-glutaminasa presenta una masa molecular de 180 kDa.

Se ha propuesto que las glutaminasas en los diferentes tejidos presentan importancia
capital ‘para regular las cbncentraciones de glutamina, glutamato y amonio (Smith y Watford,
1988; Heini et al, 1987; Curthoys et ai, 1976; Nissim et al, 1992; Nelson et al, 1992,
Swierczynski et al, 1993, Marquez et al, 1994; Pinkus y Windmueller, 1977). Las bajas
concentraciones de amonio en el cerebro presentan una alta toxicidad, por lo que la
glutaminasa presenta mecanismos regulatorios muy sensibles en ese tejido (Bradford y Ward,
1976); en rifién, el pH se regula a través de las concentraciones de amonio, en casos de
acidosis, la glutaminasa se activa y regula inmediatamente el pH; se le atribuye un papel
central en {a ureagénesis; en el intestino delgado, musculo esquelético y cardiaco, asi como
en el desarrollo de tumores, se ha propuesto que la degradacion de la glutamina por la
glutaminasa es importante para utilizarla como fuente de carbono (Curthoys et al, 1976, Nissim
etal, 1992; Nelson et al, 1992; Swierczynski et al, 1993; Marquez et al, 1994),

GLUTAMINASAS DE Escherichia coli

En E coli se encuentran dos iscenzimas de giutaminasa: La giutaminasa A, inducible,
que presenta un pH optimo de 5, es regulada por AMP ciclico y metaboiitos nitrogenados, y

-que presenta una masa molecular de 110 kDa (Hartman y McGrath, 1973); y la glutaminasa B,

constitutiva y regulada aiostéricamente por nucleétidos de adenina, cationes divalentes y
dcidos carboillicos. activa a pH 7 y con una masa molecular de 90 kDa.
~ Los niveles de glutaminasa A varian dependiendo de las condiciones nutricionales y

estadio de crecimiento de la bacteria, se incrementa en la fase exponencial tardia de
crecimiento, cuando la bacteria crece en glutamina como fuente de carbono y nitrégeno.

Los niveles de glutaminasa B no varian en diferentes condiciones ni fases de
crecimiento.

Los controles reciprocos para ia glutaminasa B y la glutamino sintetasa de E. coli no
permiten su acoplamiento para el establecimiento de un ciclo de sintesis y degradacion de la
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glutamina, ya que |a enzima biosintética es regulada por sus productos finales, mientras que la -

glutaminasa B. es inhibida por nucleétidos tri y di fosfatados y activada por nucledtidos
monofosfatados (Prusiner, 1973).

GLUTAMINASAS DE Saccharomyces cerevisiae

Esta levadura también presenta dos isoenzimas de glutaminasa, una periplasmica, la
glutaminasa A, termoestable, con pH dptimo de 7.5; y una citoplasmica, la glutaminasa B,
termosensibie, con pH 6ptimo de 8.1 (Soberén y Gonzalez, 1987).

La glutaminasa B se modula negativamente por algunos 2-oxo acidos y es inhibida in
vivo por piruvato. Se les atribuye el control de {a concentracién de glutamina intracelular.

GLUTAMINASAS DE Bacillus licheniformis

Se han reportado dos isoenzimas de glutaminasa en extractos crudos de B
licheniformis: '

Una glutaminasa con pH optimo de 7, constitutiva, que corresponde a la glutaminasa B
de E coli, a la cual se le ha propuesto la funcién de catabolizar la glutamina durante a fase
exponencial de creéimiento, cuando este microorganismo es crecido en glutamina como fuente
de carbono'y nitrégeno. ' :

La otra glutaminasa presenta un pH 6ptimo de 9, es inducible y cdrresponde ala
glutaminasa A de £ col, la cual parece ser responsable de eliminar e! contenido intracelular de
glutamina durante la fase exponencial tardia. Es inducida por glutamina y presenta represion
catabélica por carbono, especialmente por glucosa. Se ha propuesto la posibilidad de la

existencia de un ciclo de sintesis y degradacién de la glutamina entre la GS y la glutaminasa
inducible de B licheniformis ( William, et al, 1981).

GLUTAMINASA DE Rhizobium lupini

Se ha determinado la presencia de actividad de glutaminasa en bacteroides intactos de
R lupini, Dicha glutaminasa presenta una aita actividad (2.4 umol/mgp-h), un pH dptimo entre

- 7.8y 8, y saturacién a 36 mM de glutamina con Kmy,, de 7.5 mM
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La actividad de glutaminasa en bacteroides se incrementa en proporcién al desarrollo
de las plantas, asi como a la presencia de iones CI.

En los bacteroides ocurre la fijacion de nitrégeno a amonio, 1a asimilacion de éste a
glutamato y glutamina se lleva a cabo principaimente en fa planta; y una intensa hidrélisis de
glutamina en el bacteroide puede ser el primer paso para la sintesis de asparagina, la cual
constituye el principal compuesto de transporte de nitrégeno de los néduios hacia el resto de la
planta ( Kretovich, et al, 1982 y 1985).

JUSTIFICACION

A pesar de la importancia de las glutaminasas en el metabolismo nitrogenado y en la
interaccién de éste con el metabolismo del carbono en las Rhizobiaceas, especialmente en
Rhizobium etli donde se ha comprobado que la actividad enzimdtica de giutaminasa es
necesaria para que la bacteria pueda utilizar a la giutamina como fuente de carbono y
nitrégeno y para regular las pozas intracelulares de los donadores universales del nitrégeno
celular (glutamina y glutamato), ademas de la probablo presencia de un par de isoenzimas de

~glutaminasa en R etli y la posibilidad de que durante la simbiosis la planta proporcione al

bacteroide glutamina como fuente de carbono, que sugiere que la actividad de glutaminasa
tiene un papel importante durante esta relacion mutualists, las giutaminasas no se han

estudiado a profundidad, no se han purificado ni caracterizado bioquimicamente, por lo que -
_decidimos iniciar los estudios relativos a estas enzimas, con su purificacién. '

Por tanto, el estudio y la caracterizacién de las isoenzimas de glutaminasa en R etli, de
sus condiciones de operatividad y mecanismos regulatorios, permitirdn establecer con mayor

claridad el papel metabdlico de cada una de ellas y el efecto que tendria la modificacién de

@s0s mecanismos reguladorbs en la fisiologia de ia bacteria, asi como sus semejanzas y
diferencias. )
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OBJETIVOS

Establecer las condiciones que confieren estabilidad a la actividad enzimatica de
glutaminasa de R v/,

Establecer un protocolo de purificacion de las glutaminasas de R et/

La necesidad de establecer las condiciones que confieren estabilidad a las
glutaminasas reside en el hecho de que durarite el proceso de purificacién de las mismas, las
~ condiciones intracelulares en que se encontraban originaimente van a sufrir un camblo radical,
por lo que se requiere estandarizar al maximo las condiciones y los compuestos que se
incluirdn para proporcionar estabilidad a las enzimas durante toda el proceso de purificacion,

El establecimiento de un protocolo de purificacion de las glutaminasas permitira
obtenerlas a- mayor escala, a fin de continuar con su caracterizacidon bioquimica e .

inmunoquimica.
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METODOS

CEPAS

Las cepas de Rhizobium etli utilizadas en este trabajo son:

La cepa silvestre CE3, con resistencia al acido nalidixico y estreptomicina (Noel, 1984).

La cepa CE3pCD24, con resistencia al dcido nalidixico y tetraciclina. (datos no
publicados), que presenta una ma>yor actividad de glutaminasa en relacién a la cepa silvestre,
debido a que tier:e el pldsmido pCD24 que codifica para la glutaminasa termolabil.

La cepa mutante LM1>6. con resistencia al acido nalidixico y kanamicina, mutante
obtenido por la insercién del transposén TNS de manera aleatoria, y seleccionada por su
incapacidad para crecer en glutamina como fuente de carbono y nitrogeno, asi como por una
muy baja actividad de glutaminasa (Durén et al, 1995, en prensa).

MEDIOS DE CULTIVO

PY
El medio rico de crecimiento para las cepas de Rhizobium etli es PY (peptone-yeast)
(Beringer, 1974),

Peptona de caselna 0.5%
Extracto de levadura 0.3%
CaCl; 7.0mM
Agar (sélo para medio solido) 1.5%

Para el medio sélido se agrega el agar al matraz, se esteriliza a 110 °C durante 15
minutos. El pH del PY es de 6.8.
' La solucion de CaCl; se prepara por separado a una concentracion 100x y se esterliiza
en autoclave, se agrega hasta que el medio se encuentre tibio.

LB

El medio rico utilizado para control de contaminacién de otras bacterias en nuestios
medios de cultivo es LB (Luria-Bertani broth) (Miller, 1972), ya que es un medio rico en donde
crece la gran mayoria de bacterias, hongos y levaduras, mientras que Rhizobium etli no crece.

e, Wb s Wow fatt Sob Spmvo At min —— S
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El medio Luria-Bertani esta compuesto por.

Peptona de caseina 1.0%
Extracto de levadura 0.5%
NaCl 1.0%

Agar (sdlo para medio solido) 1.5%
Para el medio sélido se agrega la cantidad indicada de agar en cada matraz, se
esteriliza en autoclave. El pH del medio es de 7.

MM
El medio minimo utilizado para el crecimiento de las cepas CE3pCD24 y LM16, estd
compuesto de:

K:HPO, 1.2 mM -
MgS0, 0.8 mM

‘ Acldo succinico 10.0 mM
Glutamina 10.0 mM
CaCl, 1.5 mM -
FeCly 0.0005%

Se utilizé el dcido succinico como fuente de carbono y la glutamina como fuente de
nitrdgeno, la cual se agrega al medio minimo cuando éste ya fue esterilizado en autoclave y se
encuentra tibio. La glutamina se esteriliza por filtracion.

El CaCl, se prepara a una concentracion 100x y se esteriliza en autoclave por
separado, se agrega al medio antes de usarse,

El FeCl, se prepara a una concentracion 1000x y se esteriliza por filtracion, se agrega
al medio ‘antes de usarse.

5! k El pH del medio minimo es de 6.8.

ANTIBIOTICOS

Los antibioticos utilizados para el crecimiento de la cepa de interés, son los siguientes:
Acido nalidixico  (Nal) 20 pug/mi

Tetraciclina (Tc) 10 pg/mi
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Los antibidticos se agregan al medio liquido antes de inocularse y al medio sdlido
-cuando éste ya esta tibio, antes de vaciarlo a las cajas petri.

DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY

Para la determinacién de proteina se utilizdé el método de Lowry (Lowry, et al, 1851)
modificado para volumenes pequefios: '

Solucion A. _
NaOH 0.1N
Na,C0;-2H;,0 2%

Solucion B.

- KNaCHO¢-4H,0 2%

Solucion C.

CUSOrSHzO 1%

Estas soluciones se preparan con anticipacion y se aimacenan a 4°C.
Previo a la cuantificacion de proteina, se prepara la solucion ABC de la manera
siguiente: '

Solucion A - 98%
Solucion B 1% Agitar.
Solucion C 1%  Agitar.

Es necesarioc mezclar las soluciones siempre en el orden indicado a fin de evitar
precipitaciones. .
: Se prepara la solucion Fenol folin mezclando una parte de Folin-Ciocalteu con dos
partes de agua destilada.

Proteina estandar: .
Se prepara una solucién de albumina sérica bovina 400 pg/ml en alicuotas de 1 ml que

se almacenan a -20°C.

Para la cuantificacion de proteina de los 'oxtractos. se procede de ia manera siguiente:
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Aun epponvdorf se le agregan 196 yl de agua destilada , 4 ul de extracto concentrado y
se agita en vortex.

Para extractos diluidos o con poca proleina, es necesario preparar los tubos de
reaccién con las siguientes cantidades: 180 pl de agua + 20 pl de extracto.

Al mismo tiempo en que se corren las reacciones de los extractos, es necesario
preparar un estandar de la manera siguiente: 100 pl de agua + 100 ul del estandar de -
albumina. Se agita.

" También se prepara un blanco con 200 u! de agua destilada.
En seguida se agrega a las muestras, el estandar y el blanco, 1 ml de solucién ABC , se agita
y se deja incubando durante 10 minutos.

Finalmente se agregan 100 ul de solucién Fenol folin. Se agita y se deja reposar '
durante 30 minutos a temperatura ambiente. k '

Se lee a 625 nm contra el blanco, ‘

De las lecturas obtenidas, se calcula la cantidad de proteina mediante la siguiente
formula:

200 pg de albumina — 0.5 DOg2s0m
pg del extracto = (DOgsnm del extracto x 200 ugP) / 0.5 DOgzsom
El resultado que se obtiene se divide entre los pl de extracto utilizados para la

determinacion para asi obtener ugP / ul de extracto.

DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE
BRADFORD

El método de Bradford para la determinacion de proteina (Bradford, 19‘76), se llevo a
cabo de la manera siguiente:
| Reactivos:
Albimina sérica bovina (BSA): 0.5 mg/ml. _
La concentracién de BSA se comprueba con'su lectura en el espectrofotémetro:
Azs0 = 8.8 DO para una solucion con 10 mg BSA/m.
Azs0 = 0.33 DO para 0.5 mg/ml.
Coomasie brilliant biue:
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100 mg Coomasie brilliant blue
50 ml etanol al 95 %
100 ml dcido fosforico al 85 %
Ajustar a 1 litro con agua. Filtrar en Whatman No. 1. Almacenar a 4 °C.
NaCl 0.15 M.

Curva estandar.
Se preparan las siguientes soluciones:

0.5 mg/ml BSA (ul) ugP 0.15 M NaCl (pi)
0 (Bco) 0 100
5 25 95
10 5 80
16 7.5 85
20 10 80

\ g A cada eppendorf se agrega 1 ml de Coomasie brilliant blue y se agita.
IMPORTANTE: Se debe leer cada muestra exactamente 2 minutos después de agregar
el Coomasie blue. Se lee a 595 nm en celdas de cuarzo. .

Se grafica en papel semilogaritmico concentracion de BSA vs Aggs.

Los extractos con concentracidn de proteina desconocida se diluyen hasta que
alcancen un valor dentro de la curva.

DETERMINACION - DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
GLUTAMINASA

La actividad enzimatica de glutaminasa se determiné por medio de medir el amonio
formado por la desamidacién hidrolitica de la glutamina, mediante un método colorimétrico
; (Chaney y Marbach, 1962), modificado para glutaminasa en volumenes pequefios
: (Bastarrachea, et al, 1993), consistente en la siguiente reaccion;

’[ , La mezcla de reaccion para la actividad de giutaminasa contiene 40 ul de glutamina
12.5 mM en amortiguador KH,PO, 0.1 M pH 8, a los cuales se agregan 10 ul de extracto, se
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incuba a 37 °C durante los tiempos 0, 1, 2, 5, 10 y 20 minutos, La reaccién se detiene al
agregar 50 ul de dcido tricloroacético al 1.5 %.

Se centrifugan los eppendorfs de reaccion 2 minutos. en una microfuga y se decanta el
sobreriadante en otro tubo. Se toman entonces 20 pl del sobrenadante y se le agregan 180 !
de agua, 1 ml de solucién | ( fenol 0.1 M y nitroprusiato de sodio 0.05 g/I), se agita y
enseguida se agrega 1 ml de solucion |l ( hidréxido de sodio 0.12 M e hipaclorito de sodio 0.42
g/ll). Se agita nuevamente y se deja en reposo 1hora, al cabo de la cuql se lee la densidad
oOptica a 625 nm. ‘

Las lecturas se confrontan con un blanco preparado simultéineamente, con 200 pl dq
agua, 1 ml de solucién | y 1 ml de solucién i.

Asimismo, se prepara un estandar con 20 pl de cloruro de amonio 2 mM + 180 pl de
agua + 1 ml de solucién | + 1 ml de soluciénIl. _

De las lecturas obtenidas, se determina la actividad enzimatica con la férmula siguiente:

40 nmoles de NH, (del standard) - 0.25 DOgzsum
Actimotes = (40 nmoles x DOgzsnm de la reaccion) / 0.25 DOszsnm

El resuitado obtenido en nmoles se divide ehtre ¢l tiempo de la reaccion, para obtener
asi nmoles / min de actividad, y entre la proteina para obtener la actividad especifica, en
nmoles /mgP - minuto.

ESCALAMIENTO DE PRODUCCION DE BIOMASA

Para la obtencién de biomasa y glutaminasa suficientes para el proceso de purificacion,
se procedio a escalar el crecimiento de la cepa CE3pCD24 a un fermentador, cuya capacidad
es de 1500 ml. ‘

El procedimiento es el siguiente:

De la cepa CE3pCD24 conservada en glicerol al 80 % a -20 °C, se toman 100 ul, con
los que se inoculan cajas Petri de PY-Nal-Tc, se estrian y se incuban a 30 °C durante 72 horas
aproximadamente. Al mismo tiempo se estria una caja Petri con medio Luria como codtrol de
contaminacion de la cepa. ,

Se requiere de una caja de PY estriada por cada dos PY liquidos de 100 m! cada uno.
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Se inoculan matraces de 100 ml de PY Nal-Tc liquido con 4 asadas de las bacterias

crecidas en caja. Se incuban los matraces a 30 °C en agitacion constante de 200 rpm, durante

9 hrs aproximadamente.
Se requiere de un matraz con 100 ml de PY liquido por fermentador.
La preparacion de los MM para fermbatch se realiza de la manera siguiente:

9 litros (8 fermentadores)

K;HPO, 100x ' 90 ml

MgSO,  100x 80 ml

Acido succinico 100x 90 ml

Glutamina - 2.19 g por fermentador
CaCl, ‘15 ml por fermentador
FeCl, 1.5 ml por fenmientador
Te 1.5 ml por fermentador

Se esterilizan los fermentadores de 1500 ml con las sales y el dcido succinico en
autoclave. Se agrega la glutamina sdlida a los fermentadores cuando el medio ya se encuentra
tibio. El cloruro de calcio, cloruro de fierro y tetraciclina, prevismente esterilizados (el CaCl; en
autoclave el FeClyylaTe pbr filtracion), se agregan cusndo el medio se encuentra tibio.

Para la inoculacion de los MM se procede de la manera siguiente:

Los PY liquidos crecidos durante 9 horas, se decanten en botolln de contmuga
estériles; se centrifugan 10 minutos a 10 krpm, a 4 °C. Se desecha el sobrenadante, se lava el
precnpltado y se resuspende en sales estériles.

Del resuspendido se toman 100 uly se mozdun con 900 pl de s-ln y se lee a 540 nm.
De Ia lectura resultante, se calcula ‘a cantidad de inculo para los medios minimos, para su
ajuste a una DOsy Inicial de 0.05, mediante la férmula siguiente: '

ml de Indculo=((DO deseada x ml tomados de! resuspendido)/DO roiulunto) x vol MM

mi de inéculo.= ((0.05 x 0.1 ml) / Abs resultante) x 1500 ml.

Se inocula |a cantidad necesaria del resuspendido de bacterias para cada fermentador
y se incuban de 14 a 16 horss. a 30 °C y 200 rpm.

El crecimiento se cuantifica mediante |a lectura @ 540 nm de una alicuota de cada
fermentador posterior a su tiempo de incubacion,
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La contaminacion de los mismos se revisa tomando una muestra de cada fermbatch
que se estria en cajas de medio Luria-Bertani.

OBTENCION DEL EXTRACTO PROTEINICO INTRACELULAR

Del crecimiento en MM de los fermentadores, se lleva a cabo la obtencion del extracto
proteinico de Rhizobium etli bajo el protocalo siguiente:

Se obtienen las células bacterianas por centrifugacion de los medios de cultivo ( a 10
krpm durante 10 minutos). Se favan los precipitados con agua y se resuspenden en
amortiguador KH;PO, + 5§ mM Gin + 0.5 mM DTT (amortiguador KP). Ef amortiguador KP y
subsecuente tratamiento del extracto se realizan a 4 °C (Ver siguiente seccion, condiciones de
estabilizacion). El valumen del resuspendido celular es de aproximadamente 50 mi por 8
fermentadores centrifugados (9 litros de medio de cultivo).

El resuspendido celular se divide en alicuotas de 12 mi, las cuales se sonican en frio
durante 10 minutos a 16 ciclos de potencia. (Sonicador Soniprep 150).

Las células rotas por sonicacién se cantrifugan 10 minutos a 12 krpm. Se decanta el
sobrenadante y se canserva a 4 °C. El precipitado se desecha.

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE ALMACENADO DE
LA ENZIMA '

Se determiné la estabilidad de la actividad de glutaminasa en extractos aimacenados
en diferentes condiciones de temperatura, a fin de conservar a la enzima activa durante todo el
proceso de purificagion,

L.as condiciones evaluadas fueron dos temperaturas de nlmacenado. -20y-70°C y dos
formas de descongelacion, la répida y la lenta. ,

Como control se cuantificd actividad a un extracto crudo fresco, el cual posteriorments
se aimacend en tafrigeracién a4 °C para su posterior cuantificacion.

Los tratamientos se incubaron durante toda la noche y se cuantificd actividad de
glutaminasa para cada uno de ellos.

El descongelado réapido se lleva a cabo en baflo Maria a 37 °C; mientras que el
descongelado lenlo se lleva a cabo a temperatura ambiente.

R T
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'DETERMINACION DE LAS CONDICIONES QUE CONFIEREN

ESTABILIDAD A LA GLUTAMINASA

Para determinar las condiciones en las cuales la actividad de glutaminasa se conserva ’
estable, se lievaron a cabo los tratamientos siguientes:

I. Amortiguador de extraccién. ‘
Se llevaron a cabo dializados de extractos en las siguientes condiciones:

0.1M  0.025M
0.1M 0.1M
02M ' 0IM
0.1M 02M
0.2M 02M

Los tratamientos estuvieron a 4 °C, con agitacién constante y sin agitacién, durante
toda la noche (16 a 18 horas).

Se colectaron los extractos y se determiné actividad especifica para confrontar los
resultados con el control, que es un extracto sin dializar, en amortiguador de extraccion
KH,PO, 0.1M. _

Los amortiguadores utilizados se prepararon con fosfato de potasio monobasico
KH,PO, ajustados a pH 8,

La efectividad de probables estabilizadores para la glutaminasa, se determind en
diferentes tratamientos de dializado, con la finalidad de observar diferencias en las actividades
especificas de los extractos dializados sin agitacion, a 4 °C durante toda la noche. Los
estabilizadores fueron agregados en el amortiguador de dializado KH,PO, 0.2 M, pH 8, en las
concentraciones siguientes: '
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Antioxidante
Cationes divalentes

Aminoacidos

Nucledtidos

Inhibidores de proteasas

Dithiothreitol (DTT)
Ca

Mg

Mn

Ca, Mg, Mn
Glutamina (Gln)
Gln

Glutamato (Glu)
Gin,Glu

ADP

EDTA

PMSF

Para cada tratamiento se utilizaron controles sin el probable estabilizador, tanto

para la extraccion como para el dializada.
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PRECIPITACION DIFERENCIAL DE PROTEINAS POR SU

TERMOESTABILIDAD

A partir de un crecimiento en fermentadores de la cepa CE3pCD24, se obtiene el
extracto intracelular resuspendido en amortiguador KP 0.1 M (KH,PO4 0.1 M + 5§ mM glutamina
+0.5 mM DTT), del cual se toman alicuotas de 1 ml, las cuales tuvieron el tratamiento

siguiente;
Control sin calentar.
Calentado a 50 °C,
Calentado a 65 °C.

De los tratamientos calentados se toma una alicuota (200 ul ) a los tiempos 2, 5,10, 15

y 20 minutos.
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Se centrifugan las alicuotas 10 minutos a 10 krpm. Se decanta el sobrenadante y el
precipitado se desecha. 4

A cads sobrenadante se le mide actividad de glutaminasa y concentracién de
proteinas. Se confrontan resultados con el control y se calculan rendimientos.

 PRECIPITACION DIFERENCIAL DE PROTEINAS POR CAMBIO DE

pH

Se lleva a cabo el procedimiento anterior de obtencién de alicuotas de 5 mi de extracto,
para cada tratamiento de cambio de pH:

Control sin cambio de pH (8).

Cambio a pH 6.

CambioapH 5.

Para bajar ei pH a ios extractos, se utilizé &cido acético dliclll sin diluir.

Se centrifugan los extractos

Se cuantifica glutaminasa y proteina a los sobrenadantes y se confrontan los resultados
con el control, a fin de determinar rendimientos.

PRECIPITACION DIFERENCIAL DE PRCTEINAS CON SULFATO
DE AMONIO

A partir de un crecimiento en fermentador de la cepa CE3pCD24, se obtiene el extracto
intracelular resuspendido en amortiguador KP 0.1 M, (aproximadamnto 50 ml), el éunl se
somete al siguiente tratamiento de precipltacibn de proteinas por su solubilidad, con sulfato de
amonio (NH.),.SO, (Scopes, 1988): |

50mideextracto  +5 g (NH);SO, = (10%) => Centrifugar 10" 12 krpm.

Sobrenadante + 5 g (NH.):S0,4 = (20%) = Centrifugar 10' 12 krpm.

Sobrenadante + 59 (NH,);SO4 = (30%) = Centrifugar 10' 12 krpm.

Sobrenadante + 59 (NH);SO, = (40%) = Centrifugar 10' 12 krpm.

Sobrenadante +5 g (NH,);SO4 = (50%) == Centrifugar 10' 12 krpm.

Al agregar el sulfato de amonio, para cada fraccionamiento, se agita para disolver a
homogeneidad durante 30 minutos a 4°C, posteriormente se procede a centrifugar.
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Los precipitados de cada paso se resuspenden en 2 ml de amortiguador KP 0.1 M y se
dializan toda la noche en 1000 ml del mismo amortiguador KP, a 4 °C.
' Posteriormente se cuantifica actividad de glutaminasa y proteina (mediante los métodos
Lowry y Bradford) a cada dializado.

~ PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR CROMATOGRAFIA
DE INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-CELULOSA.

I. Preparacién de la resina DEAE-celulosa.

Hidratarla con H;O desionizada durante media hora.
HCI 0.5 N durante media hora.

H.0 desionizada durante media hora.

NaOH 0.5 M durante media hora.

H,0 desionizada durante media hora.

NaOH 0.5 M durante media hora.

Enjuagar varias veces con agua desionizada.

Agregar azida de sodio para su almacenamionto.

La resina previamente preparada se emp'aca en columna de 25 x 2.4 cm y se equilibra
con el mismo amortiguador en que se;é colocado el extracto, hasta que el pH del eluido de la
columna sea de 8 y sin variaciones.. ‘ '

El empacado y corrida del extracto se llevan a cabo a 4 °C.

- Se probaron las condicionas de pegado y despegado siguientes:

© 0.05M 0.05M 0.0 MKP v30.2 MKP
oIM 0.1M 0.1 MKPvs0.2 MKP + | MKCI
0.1M 0.1M 0. MKP vs | MKP
0.05M 0IM 0.1 MKP vs | MKP

Se colectan fracciones de 8 ml aproximadamente y se les mide actividad de
glutaminasa.
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El volumen del amortiguador de lavado empleado es seleccionado dependiendo de ia
lectura a 280 nm de las fracciones coiectadas, ya que las proteinas que no se pegan & la
columna son lavadas por el amortiguador y graduaimente se observa un decremento en la
absorbencia de las fracciones a esas longitudes de onda (donde absorben acidos nucleicos y
proteinas, respectivaments). E! lavado se suspende cuando las iecturas son muy bajas y
constantes. o ‘

En sdguida 8@ aplican los gradientes y se cuantifica actividad a cada fraccion, asi como
su absorbencia a 280 nm, a fin de observar el patrén de elusion de proteinas. Se seleccionan
aquellas fracciones con actividad, se colectan y se precipitan con (NH.),SO, al 50%.

Al precipitado se resuspende con imoniguador KP 0.1 M y se dializa en 1000 mi
durante toda la noche contra el mismo amortiguador, a 4 °C.

A los dializados se cuantifica actividad y proteina.

PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR CROMATOGRAFIA
DE INTERACCION HIDROFOBICA EN OCTYL-AGAROSA

Preparacion de la resina Octyl- Agarosa:

Se enjuaga varias veces con agua desionizada.

Se enjuaga con un volumen de etanol al 96%.

Se almacena a 4 °C con'azida de sodio.

La resina previamente lavada se empaca en una columna de 15 x 1 cm y se
equilibra con el mismo amortiguador en que sera colocado el extracto, hasta que el pH del
eliido de Ia columna sea de 8 y sin variaciones. '

El empacado y corrida del extracto se llevan a cabo a temperatura ambiente.
Se probaron las condiciones de pegado y despegado sigulentes:

05M - 05M 0.5 MKP vs H;O +DTT +Gin
IM . M - I MKP vs 1,0 +DTT + Gin
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Se colectan fracciones de 3.5 mi aproximadamente y se les mlvdo’ actividad de
glutaminasa, se seleccionan aquellas con activldad. se colectan y se precipitan con (NH4);SO,
al 50%. Al precipitado se resuspende con lmoniguador KP 0.1 M y se dializa en 1000 mi dal
mismo durante toda la noche, 8 4 °C. A los dializados se cuantifica actividad y proteina.

PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR FILTRACION EN GEL

EN SEPHACRYL S-200.

Preparacion de la resina:
v Se resuspende la resina en amortiguador 0.2 M KH;PO, pH 8, en una proporcién de
1:2. Se agita a ﬁomogeneidad y se deja reposar de 15 a 30 minutos. ‘

Se decanta el sobrenadante con las particulas finas. Se repite dos veces este
procedimiento. ‘

Se degasifica la suspension antes de su empaque en la coiumna.

La columna (90 x 1.6 cm) se llena 1/3 con amortiguador KP 0.2 M para su equilibrado.

Se agrega poco a poco la resina previamente preparada y sin fiujo, dejando que se sedimente

durante 15 minutos. Enseguida se abre el flujo y se agrega mds resina constante y
lentamente, hasta que se alcance el volumen deseado.

Se lava entonces la columna con 2 o 3 volimenaes de imoniguldor KP.

Todo el procedimiento anterior y almacenamiento de la columna se llevan a caboa 4°C.

Es importante que la columna montada sea lavada constantemente con amortiguador

KH,P0, 0.2 M, a fin de evitar que se contamine. Se deja un poco de volumen de amortiguador
sobre el volumen de 1a resina y se agrega una pizca de azida de sodio.

Determinacion del volumen de exciusion,

Para cuantificar el volumen muerto de la columna se utiliza Azul Dextrén (masa
molecular 2,000,000 Da). Se aplican 4 mg / 2 ml de amortiguador KP y se colectan en seguida
fracciones de 2.75 ml. Se juntan todas las fracciones hasta el eluido del Azul Dextrén
{detectado a 280 nm, considerando su elusién a un pico de Az de 1 DO.

Este volumen de elusion serd e! volumen de exclusion o Vo.

Curva estandar de Sephacryl S-200.

i
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Para la elsboracion de la curva esténdar de la columna, se utilizaron los siguientes
marcadores de masa molecular, y a los que se les determind el volumen de elusion Ve.

Citocromo C X

Anhidrasa carbonica : ’ 2

~ Albimina 66

Alcohol deshidrogenasa . 150
| B-amilasa A 200

Para la elaboracion de la curva estindar de Sophicryl §-200, se grafica la relacién
Vemircadorss | VOani Detrsn COMO variable ‘independients, contra la masa molecular de los
marcadores como variable dependiente, en papel semilogaritmico.

Se realiza una regresion lineal a fin de obtener ia pendiente y ordenada al origen dels
curva y su formula, que serd utilizada para calcular el peso moleculsr de le glutaminasa.

PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR CROMATOGRAFIA
DE LIGANDO COLORANTE EN CIBACRON AZUL.

~ Preparacidén de la resina: . ,
" Se resuspende |a resina en agua y se deja sedimentar aproximadamente media hora,

Se decanta el sobrenadante y se lava |a resina con stanol al 98 % y urea 8 M.

Se lava laresina con agua varias veces.

Se resuspende la resina en aino:_tigupdon’ KPO.1M,pH 8.

Se almacena 2 4°C con azida de sodio.

La resina previamente lavada se ompaca en columna de 15 x 1 cmy se equilibra con el
mismo amortiguador en que seré colocado el axtracto, hasta que ol pH_ del eluido de ls
columna sea de 8 y sin variaciones.

El empacado y corrida del extracto se llevan a cabo a temperaturs ambiente.

Se colectan fracciones de 3.5 ml lproximldlmonu y se les mide actividad de
glutaminasa.
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Se probaron las condiciones de pegado y despegado para la glutaminass que a
continuacién se observan: '

i | Se seleccionan aquellas fracciones con actividad, se colectan y se precipitan con ‘
‘ ’ (NH4):SO4 al 50 %. Al precipitado se mhspondo con amortiguador 0.1 M KP y se dializa en
1000 ml del mismo amortiguador durante toda la noche, & 4 °C. A los dializados se cuantifica

i ‘actividad y proteina. ‘

ELECTROFORESIS EN GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA.

Para la determinacion de las subunidsdes que integran a la glutlmlnash. se llevo a
cabo Ia electroforesis en gel desnaturalizante SDS-poliacrilamida, de la siguiente manera:

Preparacion de los geles:

GEL SEPARADOR _ GEL CONCENTRADOR
30 mi (un gel) - 14 ml (2 geles)

i Acrilamida al 30 % oml 225ml
Bisacrilamida a1 2 % aml 0925 mi

i M Tris base pH 8.8 125 ml

i T MTris base pH6.8 T64ml

5 | SDS 20% 029 ml o3 mi

Agua 44ml 9 mi

| Temed 304l 0l

Persulfato de amonio al 10% a0l 20l

. e e e ambe D aew
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Amortiguador de corrida:
Tris base 12¢9
Glicina 5769
Aforar a 1 litro con H;0 para una solucién 5 X,
1000 mi de amortiguador Tris-Glicina 5 X + 20 ml SDS 20 %
Aforar a 5 litros con H,0.

Solucion Magic Mix:

SDS 100 mg
Mercaptoetanol 100 pi
EDTA , 74mgQ
Glicerol 1ml

1 M Tris base pH 6.8 0.5 m|
1 pizca de azul de bromofenol »
Aforar a 10 ml. Hacer alicuotas de 1 mi y congelar a -20 °C.

Coomasie blue:
Coomasie brilliant blue 0.06 %

Metanol . 0%
Acido acético 10%
Agua 60 %.

Solucion destefldora:;
Acido acético al 10 %.

Procedimiento: v

Se lava perfectamente la cémara de electroforesis, especiaimente los vidrios, los
separadores y los peines que entran en contacto directo con el gel. Se montan y preparan
para cargar los geles. ' .

Se preparan los geles separadores uno & uno, se cargan evitando burbujas y al cabo
de su carga se agrega lentamente agua, a fin de que el gel se forme completaments
horizontal. Ya polimonudos los geles separadores, se seca el agua que 5@ agregd por encima
de elios y se prepara el ge! concentrador, ol cual se agrega por un lado de los peines,
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previamente colocados, evitando ias burbujas. Se llenan por completo los espacios de cada
carril, y se deja polimerizar. Se retiran los peines y los carriles formados se lavan 3 veces con
| - -agua. Se secan perfectamente y estan listos para utilizarse.

Los geles en su soporte, se colocan en la camara llena de amortiguador; la parte
superior de la camara se llena de amortiguador también, cuidando que ambos polos de la
cémara queden sumergidos. Ya sumergidos los geies, se aplican con mucho cuidado las
muestras, previamente preparadas de |a siguiente manera;

% de muestra + % de magic mix. Calentar 2 minutos a ebullicién,

Los marcadores de peso moiecular se preparan de la misma manera,

‘ : Se cargan todos los carriles y se corre a corriente constante;

gel concentrador 5mA

gel separador 10 mA

Al término de la corrida, se sacan los geles y se tiden con coomasie blue, durante 1
hora aproximadamente, a 40 °C. '
Se destifien con &cido acético a 40 °C,
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RESULTADOS

S s T e e Y

t‘ 3 CONDICIONES DE ALMACENADO DE LA ENZIMA :

I -

i{i Las condiciones de almacenado probadas, presentaron los resultados que se muestran

en latabla 2.

’ De los tratamientos probados, se observa que los extractos congelados con su
inclusién a -70 °C, que se descongelan ripidamente, en bailo Maria a 37 °C, presentan una
actividad igual a la del extracto fresco control, por lo que se utilizaron esas condiciones de
almacenado para todo el proceso de purificacion.

Se observd que la temperatura de congelado es muy importante para mantener la
actividad de la glutaminasa y que el descongelado, presenta también una variacién
significativa en cuanto a la actividad recuperada, pero no os tan dréstica como la del proceso

de congelacién, ya que al congelar rapidamente se recupera mayor actividad (86 a 100 %)
independientemente del proceso de descongelado utilizado, dicha actividad aumenta si el
descongelado es rapido también.

Tabla 2. Condiclones de almacenado de Ia glutaminasa de R et/i.

4

i ‘ a -70'°C 100

= : a-20°C 59

g a-70°C 86

' : a-20°C 57

Los porcemajcsy se obtuvieron en relacion a la actividad especifica del extracto
fresco, de 1a cepa CE3pCD24 antes de ser almacenado en las condiciones indicadas.

i Se determiné la actividad especifica de los extractos almacenados en refrigeracion
(4°C), en que se obtuvo un porcentaje de actividad recuperada de sélo un 7 %.
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Para todo ei proceso de purificacion, es posible utilizar la congelacién de los extractbs-
como una posibilidad dentro del esquema, a fin de hacerlo practico y comodo.

CONDICIONES QUE CONFIEREN ESTABILIDAD A LA
GLUTAMINASA '

"De Ias pruebas de estabilidad realizadas para la conservacion de la actividad de
glutaminasa, se obtuvieron los resultados siguientes:

Para la estabilidad de la enzima respecto a la fuerza ionica del amortiguador de
extraccion y dializado utilizado, se determiné que |a actividad recuperada es superior conforme
se aumenta la molaridad del amortiguador de extraccion, como de dializado, lo que se puede
observar en Ia tabla 3, en que las mejores condiciones de extraccion y dializado fueron las del
amortiguador KH,PQ, 0.2 M, en el sistema de dializado sin agitacion.

Esto hace suponer que la estructura @ridimensional__,dg la enzima 'requiefe de la
presencia de iones en altas concentraciones, que pueden estabilizarla o bien que el sitio activo
presenta residuos que requieren fuerza ionica para mantener 8u configuracion.

Tabla 3. Pruebas de la estabilldad de la glutaminasa utilizando
amortiguadores de diferente molaridad.

Los porcentajes de actividad fucron obtenidos en relacion a la actividad especifica del extracto
fresco.

PP —
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La prueba de los posibles estabilizadores de la actividad de glutaminasa se llevaron a :

cabo en dializados a 4 °C, durante toda la noche, sin agitacién, en amortiguador KH,PO, 0.2M. g
Se observa que la actividad de glutaminasa en presencia del sustrato, la glutamina, del :i

ADP y del agente antioxidante dithiothreitol, aumentan de manera determinante el porcentaje ‘
de actividad recuperado después del dializado de los extractos (Tabia 4);

Tabla 4. Prueba de diferentes probables estabilizadores de
la actividad de glutaminasa.

Los porccntajes se tomaron respecto a la actividad especifica del extracto fresco como control,

i Para todo el proceso de purificacion de las glutaminasas, se utilizaron las condiciones
siguientes de dializado y extraccién de las enzimas:

Amortiguador KH;PO, 0.2 M 0 0.1 M (dependiendo del paso de purificacion y su
factibilidad); glutamina 5 mM; y dithiothreitol 0.5 mM (Amortiguador KP).

i
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Las condiciones que confieren estabilidad a la glutaminasa permiten esteblecer algunas
consideraciones respecto a su estructura:

Es probable que la glutaminasa presente grupos sulfhidrilo en su composicién, que le
permitan coilservar una configuracion tridimensional adecusds para su actividad catalitica, la
cual es modificada por la oxidacion de esos grupos, lo que se traduce en su inactivacion,
probablemente dada por el cambio en su configuracion, o bien, la modificacion por oxidacién
de residuos importantes en e! proceso de reconocimiento y/o catdlisis del sustrato.

La aita molaridad en el amortiguador de extraccion necesaria psra conservar su
actividad indica que su estabilidad es modificada por la concentracion de las proteinas
prasentes y por |a fuerza iénica del medio,

La estabilidad de la actividad dada por |a presencia del ADP sugiere fuertemente la
posibilidad de que la glutaminasa presente sitios alostéricos para éste y otros nuclestidos de
adenina, que modulen su actividad catalitica.

Los cationes divalentes no ejercieron ningdn papel como estabilizadores o moduladores
de la actividad de la glutaminasa, como se observa en la glutaminasa B8 de E cofi.

Los inhibidores de proteasas PMSF y EDTA tampoco presentaron ninguna Influencia en
la pérdida de actividad de glutaminasa en los dializedos, por lo que |a actividad de proteasas
queda descartada como probable influencia negativa en la conservacion de !a activided en
dializados. En otros sistemas se observa que durante los dializados se acrecienta la actividad
proteolitica, pero este no es el caso. . ‘

Debido a que el glutamato es un producto final de |a actividad de la glutaminasa, podria
actuar como un modulador negativo, como en el caso de la K-glutaminasa de mamiferos, o
simplemente como un estabilizador de la actividad ai interaccionar con el sitio de unién de la
glutamina, cuando ésta es hidrolizada, dando como producto al glutamato, con lo que |a
estructura tridimensional de la enzima se veria mds estable. Es probable el segundo caso, ya
que se observd que |a actividad se conservéd en un 70 %. v

La glutamina evidentemente favorece la estabilidad de la enzima, al interaccionar
directamente en el sitio catalitico de a enzima, le confiere estabilidad y actividad constante, lo
que permite que practicamente el 80 % de |s actividad se conserve, y mas aln, al utiizar
simultaneamente el antioxidante, la estabilidad de la enzima es de un 100 %, por lo que se
deduce que el sustrato y el antioxidante se compiementan para actuar en sitios de la enzima
susceptibles a los agentes dosostabilizadous:
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PRECIPITACION DIFERENCIAL DE PROTEINAS POR SU
TERMOESTABILIDAD Y POR CAMBIO DE pH '

Las pruebas de precipitacion diferencial de proteinas por su termoestabilidad, no
tuvieron el éxito esperado, ya que la dlutominui de la cepa CE3pCD24 es termoldbil, y pierde
' del 80 a 80 % de su actividad a los 15 minutos de calantado & 50 °C. Se pierde por eomploto
su actividad a los 5 minutos de calentado a 65 °C.

Los ensayos de termoestabilidad posteriores, reslizados por el quimico Luis Sénchez
- Linares, en nuestro laboratorio, demostraron qho la glutaminasa de la cepa LM16 presenta
termoestabilidad a los 15 minutos de calentado a 50 °C, y consarva su actividad en un 80 %;
mientras que |a glutaminasa de la cepa silvestre pierde del 80 & 80 % de su actividad a los 1§
minutos de calentado a 50 °C (Fig. 3).

% Actividad

T 1 T U

2 5 10 15 30 60
Tiempo (minutos)

i .
1 !
e
; . ‘ . 1 t $ 3 1 ! b _‘n
i R
b 0

i

-—R28 4 LM16

Figura 3. Termoestabliidad de las glutaminasas de Rhizobium etli.
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Estos datos concuerdan con lo que se obtuvo en la cuantificacion de actividad para la
cepa CE3pCD24, y para ia cepa LM18 en el mismo ensayo, Ls glutaminasa de la cepa LM16
pierde su actividad a 85 °C durante los primeros 10 minutos de calentado. |

Si bien los ensayos de precipitacion diferencial de proteina por su termoestabiiidad no
tuvieron relevancia en cuanto a un paso para la purificacién de la glutaminasa, i |a tuvieron
para sugerir que existen un par de isosnzimas de glutaminasa: una termoldbil, presente en las
cepas CE3pCD24 y |a silvestre, que representa el 80 % de la actividad total de glutaminasa de
cada una; y otra glutaminasa que es termoestable, que es Ia tinica presente en la cepa LM16,
y que representa en las cepas CE3pCD24 y |a silvestre, ol 20 % restante de la actividad totsl

(Tabla 5).

Los estudios realizades con electroforesis en gei revelados por actividad, sugieren ia
existencia de un par de isoenzimas de glutaminasa en Rhizobium etfi, pues 80 presentan

- bandas con diferente movilidad electroforética reveladas por actividad in situ (Fig. 4).

Es importante observar que en los extractos crudos utilizados para detectar la actividad
de glutaminasa, se observa una sola banda en |a cepa siivestre (R28) y en |a cepa CE3pCD24
que presentan una migracién similar, que corresponden a la glutaminasa termolébil, mientras
que en el extracto crudo de la cepa LM16 no se logra ver ninguna banda, que si se aprecia en
el extracto parcialmente puro de la misma cepa, con un patron de migracién diferente al de Ia
glutaminasa de la cepa silvestre y de la CE3pCD24, que coresponde a la glutsminasa
termolabil,

e e
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Figura 4. Migracién oloctrofbnucu de las glutaminasas
" de Rhizoblum etl.

{

(A) CE3, extracto crudo. (8) CE3pCD24, extracto crudo. -

(C) CE3pCD24, extracto purificado. (D). LM18, extracto crudo.

(E) LM18, extracto purificado. .

Todos los extractos crudos obtenidos de crecimiento en medio minimo
glutamina-succinico. Los extraclos parciaimente purificados se obtuvieron
a partir de los pasos de sulfato de amonio y DEAE-celulosa. .

En cuanto a la precipitacién diferencial do proteina por cambio en el pH, se obtuvieron
resultados negativos; ya que la activided de glutaminasa se detecta sdio a pH 8, mientras que
apH 8y pH 5 se pierde por completo (s6i0 se recupera un 2 % de actividad).

La precipitacion diferencial por termoestabliidad y por cambio de pH no son aplicables
para las glutaminasas de R efii como procedimientos de purificacién, por lo que no se
utilizaron.
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PRECIPITACION DIFERENCIAL DE PROTEINAS CON SULFATO'
DE AMONIO

El primer paso del protocolo de.purificacion de las glutaminasas, presentd los
resultados siquiohtos: g ‘

La mayor cantidad de glutaminase se precipita entre 20 y 40 % de saturacién con
(NH,):SO4 por lo que se decidio realizer los cortes a 20 y 35 % de saturacién, recuperando el
pracipitado obtenido al 35 % de saturacién, en el que se obtiene un rendimiento del 80 al 85%
de actividad especifica de glutaminasa, con un factor de purificaciénde 1.5 a 2.

Se observa que ambas glutaminasas precipitan en los porcentajes de saturacion
elegidos. '

Esto nos indica que las giutaminasas se sitGan en un plano intermedio respecto de su
solubliidad en comparacidn con el resto de las proteinas. porque |os porcentajes de seturacion
bajos na la precipitan, sino que se requiere de un porcentaje menor al 50 % de saturacién para
precipitar toda la glutaminasa (Fig 5). ’

PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO

ol -
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Figura 5. Patrén de Precipitacion de la giutaminasa con (NH,);:SO.,
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Duiante la estandarizacion del método de fraccionamiento con (NH¢).SO4, como primer
paso en el protocolo de purificacion, se presentd un problema de reproducibiidad de
resultados, ya que en un principio no se tomd en cuenta el tiempo de agitacion y
homogenizado del extracto al agregar el sulfato de amonio, ni se consideré la temperatura a la
cual io realizaron ias primeras pruebas gio piocipiucién. Estos pardmetros resultaron ciaves

" para obtener datos reproducibles, pues se llevaron a cabo los cortes con sulfato de amonio

agregando la sal sélida a los extractos, con el porcentaje de saturacion indicado, dejando que .
la sal se disolviera en agitacion constante durante 30 minutos & 4 °C, logrando con eilo que el
sistema se homogeneizara en un 100 % y que |a giutaminasa presentara un comportamiento
de precipitacion reproducible y con un alto porcentaje de recuperacion.

Si bien no se lograron factores de purificacion significativas en este primer paso, es

" muy importante lievario a cabo, porque el extracto crudo tiene restos celulares, acidos

nucleicos, lipidos, etc., que son removidos en su mayoria por esta precipitacion diferencial.

PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR CROMAfOGRAFIA
DE INTERCAMBIO IONICO EN DEAE-CELULOSA

Las condiciones utilizadas para ia purificacion de las glutaminasas en DEAE celulosa
fueron:

Equilibrado de ia columna con amortiguador KH,PQ,0.05 M pH 8.

Aplicacion dei precipitado de (NH,).SO, resuspendido en amortiguador 0.1 M KP.

Lavado con el mismo amortiguador KP 0.1 M.

Gradiente lineal amortiguador KP 0.1 M (250 ml) vs amortiguador KP 1 M (250 ml).

En esta resina, se lograron rendimientos del 25 al 30 % de recuperacién de la actividad
especifica de la glutaminasa termoldbil, con un factor de purificacion que oscila entre 4 y 5.

Otras condiciones utiizadas no rindieron ios resultados esperados: al utilizar
amortiguador KP 0.2 M para el equiiibrado y lavado de la resina, no se logré pegar la
giutaminasa, supuestamente por ia aita fuerza idnica del amortiguador que pudo neutraiizar las
cargas tanto de la resina como de la enzima, por lo que no interacionaron. Al utiizar un
amortiguador con mucho menor fuerza idnica (KP 0.05 M) para el equilibrado y el lavado, se
observé que la glutaminasa interacciona con la resina, pero al momento de recuperaria, los
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rendimientos son muy bajos, lo que se atribuyd a la baja estabilidad de la enzima en esas

condiciones de concentracion de sales (ver estabilidad de ia glutaminasa).

El equilibrado de |a resina se lievd a cabo con el amortiguador KP 0.05 M por
observarse que la interaccion i6nica en esas condiciones es efectiva, pero el lavado y la
elusion de la gluteminasa se llevd a cabo con un amortiguador KP 0.1 M, el cual confiere
mucho mayor estabilidad a la enzima, logrando con ello los rendimientos ya mencionados.

Se probaron gradientes de elusion con KCI 1 M, sin variacion en el amortiguador KP

utilizado, con los que no se observo actividad recuperada, por lo que se consideré que esta sal
no presenta interaccién importante en la !olicbén enzima-resina, por lo que el gradiente de
sales utilizado se basd tinicamente en el aumento de fuerza iénica del mismo amortiguador
KP. ,

El patron de elusion de la glutaminasa termol4bil se presenta en la figura 6. Obsérvese
que ai salir la gran mayoria de las proteinas que no se pegan ala resina, sale también un
pequefio pico de actividad de glutaminasa, el cual se debe probablemente a |a saturacion de la
cojumna, que en un principio se consideré como otra glutaminasa, lo cual fue aciarado al
realizar pruebas de termoestabilidad a los dos picos de actividad, encontrando que su
comportamiento era exactamente el mismo. ) ‘

La glutaminasa termoestable, de |a cepa LM16, presenté un patron de elusion similar al
‘que presentd la glutaminasa termolabil de la cepa CE3pCD24 (dato no mostrado) y se
enriqyecié aproximadamente 6 veces, con un rendimiento muy bajo (menor al 10 % respecto &
!a actividad inicial), con una actividad especifica de 100 nmoles / mgP - min. Esto indica que la
glutaminasa termoestable presenta alguna caracteristica diferente a ia termolébil, que le
confiere menor estabilidad durante e! proceso de separacion en DEAE-celulosa, por lo que es
necesario que se modifiquen las condiciones utilizadas para aumentar el rendimiento.

Sin embargo, Ia elusion similar que presentaron ambas glutaminasas en DEAE permite
proponer que ambas glutaminasas presentan carga negativa a pH 8 y que sus caracteristicas
ionicas son similares. v

A partir de este paso, (nicamente se continud con la purificacion de la glutaminasa
termolabil. | '
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
EN DEAE-CELULOSA
25 0,25
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Figura 6. Patrén de elusién de la glutaminasa en cromatografia de
" intercamblo 16nico en DEAE-celulosa.

PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR CROMATOGRAFIA
DE INTERACCION HIDROFOBICA EN OCTYL AGAROSA

Las condiciones utilizadas para la purificacion de la glutaminasa termolabil en Octyt-

agarosa fueron las siguientes:
Todo el procedimiento se llevé a cabo a temperatura ambiente.




Equilibrado de la columna con amortiguador KP 1 M pH 8.

Aplicacion de la muestra obtenida de DEAE-ceiulosa, concentrada y resuspendida en
amortiguador KP 0.1 M y dializada 1 hora en amortiguador KP 1M, antes de su lpikgdén ala
resina. ’

Lavado con el mismo amortiguador (1 M KP).

Gradiente lineal KP 1 M (50 ml) vs H,0 (50 m}).

La resina hidrofébica se comporté de una manera muy noble con la glutaminass, ya
que se obtuvieron rendimientos ceicanos al 100 % respecto al obtenido en el paso pravio en
DEAE (con un rendimiento general del 25 % respecto a la actividad inicial). '

Se logré un factor de purificacién cercano a 20 respecto de la actividad especifica
inicial.

El éxito en el pegado de la glutaminasa termoldbil a esta resina permite suponer que la
estructura tridimensional de la enzima presenta zonas o regiones de residuos hidrofdbicos
externos importantes, cuya interaccion con |a resina de grupos octyl permitié su separacion de
otras proteinas que no los presentan. El patrén de elusion de |a glutaminasa termoldbil en
Octyl-agarosa se presenta en ia figura 7. Nuevamente se observa un pequefio pico de
actividad en los primeros tubos de lavado, que coincide con el pico de proteinas quo' no
interaccionaron con la resina, que probablemente se satur6. La razén por |a cual no se utillzé
resina_en exceso es que se plerde mas rendimiento por pegado inespecifico y elusién no
gradual al utilizar una reiacion resina/proteina muy aita.

Se observa en |a figura 7 que la elusién de la glutaminasa se presenta al final del

_gradiente, cuando la concentracion de sales es cercana a 0.2 M de KP, por io que se bajé la

molaridad de pegado y lavado a 0.5 M de KP, donde se esperaba que hubiera interaccién,
pero no fue asi, ya que en esas condiciones no se logro pegar la glutaminasa a ia resina, por
lo que se decidid conservar una mayor fuerza iénica para el pegado y el gradiente ya
mencionado.

Es importante considerar que las condiciones de pegado no son exactamente las
contrarias al proceso de despegado, en este caso se observé que la interaccion de la

glutaminasa con los grupos octyl sélo se da en alta fuerza iénica, y para el proceso de

despegado se requiere de mucho menor fuerza iénica de |a esperada.
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CROMATOGRAFIA DE INTERACCION
HIDROFOBICA EN OCTYL-AGAROSA
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Figura 7. Patrén de elusién de la glutaminasa en cromatografia de
interaccion hidrofébica en Octyl-agarosa.
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PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR FILTRACION EN GEL

'EN SEPHACRYL $-200

La resihé de filtracion en gel Sephacryl S200 utilizada como cuarto paso de
purificacion, fué de gran utilidad para calcular la masa molecular de |a enzima en su estado
nativo. :




5

Esta resina se equilibré en amortiguador 0.2 M KH,PO,, y se lavé con amortiguador KP
0.2 M antes de la aplicacion del extracto obtenido de Octyl-agerosa y durante su elusion.

Para la utilizacion de la resina Sephacryl S-200, se determind la curva de calibracion,
(Figura 8) mediante los estandares siguientes:

Citocromo C .
Anhidrasa carbénica 29 1134 1.58
Albimina 66 94.5 1.29
Alcohol deshidrogenasa 150 86.4 1.18
 P-amilasa 200 837 114

Con el ajuste de los datos obtenidos mediante regresion lineal, (ver Métodos) se obtuvo
la ecuacién de 1a recta, cuyo parametros son los siguientes:

y = 366450744

La giutaminasa termoiabii presgnté un volumen de elusion de 83.4 mi, con una relacion
Ve / Vo = 1.2798, con lo que se obtuvo su masa molecular en estado nativo, mediante el uso
de la ecuacion de la recta: '

MMiinase = 386450+ 10831.2788)
MMginsse = 90.82 kDa.

Ademads de la obtencién de la mesa molecular de la glutaminasa nicdlanto la filtracidn
en gel, se obtuvo un buen rendimiento al recuperar |a activided eluida, que fue de un 10 % ,
con un factor de purificacion cercano a 56.

Una ventaja sumamente importante fue la de utilizar un amortiguador de fuerza iénica
alta para el equilibrado de la resina, (0 que evita que existan interacciones i6nicas durante el

eluido de las proteinas, lo que confiere también mayor estabilidad a la glutaminasa durante el
proceso.
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Figura 8. Flitracién en gei Sephacry! S200 de ia giutaminasa termoi#bii.
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PURIFICACION DE LA GLUTAMINASA POR CROMATOGRAFIA
DE LIGANDO COLORANTE EN CIBACRON AZUL

Las condiciones utilizadas para la purificacion de la glutaminasa termolibil en Cibacrén
azul fueron las siguientes:
Equilibrado de 'a columna con amortiguador KP 0.1 M pH 8.

-Aplicacion de is muestra obtenida de la columna de filtracién en gel, concentrada y
resuspendida en amortiguador KP 0.2 M, dializada 1 hora en amortiguador KP 0.1 M, a
temperatura ambiente, previo a su aplicacion.

Aplicacién de la muestra y lavado con el mismo amortiguaddf. (0.1 MKP).
* Gradiente lineal KP 0.1 M (50 mi) vs KP 1 M (50 mi). '

La resina de Cibacron azul resultd ser excelente para el protocolo de purificacién, ya
que se logré obtener una purificacion cercana a la homogeneidad, con un factor de
purificacién de 58. »

- Desafortunadamente, el rendimiento de ests resina @s muy bajo, ys que se recupera
una actividad del 0.3 % respecto a la inicial, atribuible a |a alta pureza de la enzima, que le
confiere menor estabilidad, o bien, a lo extendido de I8 elusion de la enzima a lo largo del
gradiente, (Ver patrdn de elusion de la glutaminasa, enla figura 9), con lo que se diluyd y muy
probablemente se inactivb en alto porcentaje. '

- La estructura tridimensional de los residuos de ia resina de Cibacrén azul, similar a la
estructura del NAD, permite aumentar las predicciones referentes a la posible presencia de
sitios alostéricos en la glutaminasa para nucledtidos de adenina, hechas a partir de su

‘ estabilidad en presencia del ADP durante los dializados. E! pegado de la glutaminasa al

Cibacrén azul sugiere fuertemente la presencia de sitios de reconocimiento entre la
glutaminasa y el NAD.

Una varante al proceso dc elusion, fue el de inciuir en o grldlcnto de sales, un
gradiente simultaneo de glutamina, & fin de cbservar si ia elusion era mas selectiva y que la
preéencia del sustrato de la glutaminasa pudiera ejercer mayor poder de estabilizacion, lo que
no se logré obtener. |

Es importante considerar que los rendimientos se pueden mejorar si se incluyen
agentes estabilizadores como mayor concentracion de DTT y glutamina, proteinas conocidas
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que pudieran estabilizar por su sola presencia, tales como la albumina, o la inclusién de

‘ gilcordl en el amortiguador de resuspendido de la enzima pura, etc.

La gran nfinidad del Cibacrén azul por la glutaminasa, permite considerar la posibilidad
de establecer un protocolo de purificacion mucho mas corto y probablemente mas eficiente
para la purificacion a gran escala de la enzima. ‘ '

CROMATOGRAFIA EN CIBACRON BLUE
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Figura 9. Patrén de elusion de la glutaminasa en cromatografia de ligando
colorante Cibacrén azul.




56
PROTOCOLO DE 'PURIFICACION, DE LA GLUTAMINASA
- TERMOLASIL DE Rhizobium etll

, E! protocolo de purificacién de la glutaminasa termolébil de Rhizobium etli quedéd
establecido de la manera que sigue:

1. Inoculacion de cajas de PY sélido con los antibiéticos Nalidixico y Tetraciclina con la

cepa CE3pCD24 de R et/i . Incubar 3 dias a 30 °C.

2. Inoculacién de matraces de 100 ml de PY liquido Nal-Tc (uno por cada fermentador a
utilizar) con el crecimiento de la cepa CE3pCD24 en caja. Se inoculan dos matraces por caja.
Incubar los matraces a 30 °C y 200 rpm de agitacion de 8 a 10 horas.

3. Inoculacién de fermentadores con medio minimo glutamina-succinico-Tc, con la cepa
cracida en PY, ajustando a una DOsenm de 0.05. Incubar de 14 a 16 horas. ,

4. Obtener células por centrifugacion (10 minutos, 10 krpm), lavado y resuspendido en
amortiguador KP 0.1 M (amortiguador KP: KH,PO, + § mM glutamina + 0.5 mM DTT, pH 8), a
4°C. ‘ ‘

5. Sonicar cada 10 m| del extracto 10 minutos a 14-18 ciclos. E! sonicado debe hacerse
en hielo. Centrifugar 10 minutos a 12 krpm, decantar y conservar el sobrenadante. Desechar el
botén. ‘ : '

8. Precipitar el sobrenadante obtenido con (NH,);SO4 al 20 % (peso/vol), homogeneizar
en agitacion constante 30 minutos a 4 °C. Centrifugar 10 minutos a 12 krpm. Decantar y
precipitar nuevamente el sobrenadante al 35 % de (NH.):SO, (agregando un 15 % mds).
Homogeneizar en agitacion constante 30 minutos a 4 °C. Centrifugar 10 minutos a 12 krpm.
Decantar y conservar el precipitado, que se resuspende en amortiguador KP 0.1 M. Dllllzlf
toda la noche el resuspendido en 1 litro del mismo amortiguador, a 4 *C.

7. El dializado se aplica a DEAE-ceiulosa previamente equilibrada con amortiguador
KH3P O, 0.05 M. Se lava con amortiguador KP 0.1 My eluir en gradiente lineal 0.1 M vs 1 M de
amortiguador KP, Colectar fracclones con actividad, mezclarios y precipitar con (NH,).SO, al -
50 %. Resuspender el precipitado y dializarlo en amortiguador KP 0.2 M toda la noche, a 4 °C.

8. Dializar 1 hora el precipitado de DEAE en amortiguador KP 1 M a temperatura

»amblente. Aplicar a Octyl-agarosa previamente equiibrada con el mismo amortiguador. Lavar

con el mismo amortiguador y eluir en gradiente KP 1 M vs H,O. Colectar fracciones con




57

actividad, pracipitar al 50 % con (NH).SO. Resuspender el precipitado y dializarlo en
amortiguador KP 0.2 M toda la noche a 4°C..

9. El dializado se aplica a Sephacryl S200 previamente equilibrado en amortiguador KP
0.2 M. Se eluya con el mismo amortiguador y se colacta y mide e! volumen de elusion, Se
colectan las fracciones con actividad, se precipitan con (NH,);SO, al 50 %, se mucpondo ol
precipitado y ae dializa en amortiguador KP 0.1 M toda la noche a 4 °C.

10. El dializado se aplica a Cibacrén blue previamente equilibrado con amoniguador KP
0.1 M, a temperatura ambiente. Se lavar con el mismo amortiguador y se eluye en gradh_nto

lineal 0.1 M vs 1 M de amortiguador KP. Se colectan las fracciones con actividad, y se ‘

precipitan al 50 % con (NH.:SO. Se resuspender el precipitado y se dializa contra
amortiguador 0.2 M KP toda la noche, a 4'°C. Aimacenar el dializado a -70 °C.

Enfatabla 6 se preééntan los resultados del protocolo de purificacién anterior.

Tabla 6. Purificacién de la glutamlnua termolabll de Rhlzoblum otli.

Actividad especifica expresada cn nmoles/mgP/min.

Proteina total expresada en mg,

F = Factor de purificacion.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA

Para |a determinacion del grado de pureza de la enzima, asi como de las subunidades
‘que integran a la glutaminasa, se llevd a cabo la cloctrqforesls en gel desnaturalizante SDS-
poliacrilamida, con los resultados siguientes:

Se calculd |a movilidad relativa de los marcadores de masa moiscular cercanos a la
banda de glutaminasa que se va enriqueciendo conforme a los pasos de purificacién, a fin de
determinar la masa molscular de las subunidades que integran a la glutaminasa:

R, = distancia de migracion de la proteina / distancia del frente de corrida.

Ri pepsina=39cm/9.9cni=0.39
MM pepsina = + 34,7 kDa

Ry tripsinégeno = 6.2:cm /9.9 cm = 0.62
MM tripsinbgeno = + 24 kDa

RiGLUTAMINASA=59¢m /9.9 cm = 0.59
MM glutaminasa = + 24.5 kDa

Se observa un enﬁquecimiento gradual de una banda de 24.5 kDa aproximadamente,
que migra muy cercana al marcador de masa molecular de 24 kDa (tripsindgeno).

Los monémeros de la glutaminasa presentan una masa molecular aproiimada de 24.5
kDa, mientras que |la masa molecular de la glutaminasa en su estado nativo es de + 90 kDa,
obtenida por filtracion en gel, ' '

Esta relacion permite proponer que Iz glutaminasa presenta 4 subunidades idénticas,
que se separan en gel desnaturalizante SDS-PAGE (Fig. 10).

En el gel se puede observar la alta pureza que se logra en el ultimo paso de
purificacién de la glutaminasa, con Cibacrén azul, donde se observa una banda muy tenue
debido a la cantidad tan pequeda de enzima recuperada. También se ven otras bandas
sumamente tenues, 'que’ permiten afirmar que el grado de pureza obtenido para |a glutaminasa
estd muy cercano a la homogeneidad. ' ' '
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La diferencia entre las masas moleculares obtenidas piu la enzima en su estado

nativo y ‘piu las subunidades que la integran, presentan pequeiia vanacion, ya que si se

“considera que 4 mondmeros idénticos integran a la glutaminasa, la masa molecular de la

misma se espera de 90 a 100 kDa, resuitado que se obtuvo en filtracion en get.

~ a) Extracto crudo. b) Precipitacidn con (NH4)2SO,.
. ¢) DEAE-celulosa. d) Octyl agarosa.
e) Sephacryl. - f) Cibacrén azul.
@) Marcadores de masa molecular.

Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los dlfoi'onm
. pasos de purificacién de la glutaminasa termolébil de R et/l.




DISCUSION

La glutamina es un compuesto clave en el metabolismo de nitrégeno, ya que sirve
como donador de N2 en una gran variedad de vias biosintéticas (Stadtmen, '1973) yes
considerada como correpresor del catabolismo nitrogenado (Halpem, 1888), porque de su
concentracién depende la velocidad de degradacién y sintesis del nitrégenc celular y ia
utilizacién del nitrégenc del medio.

La glulamina y el glutamato son los donadoris universales del nitrégeno celular, de su
equilibrio depende la 6ptima distribucién del nitrégeno celular.

Las glutaminasas son enzimas que catslizan la desamidacion hidrolitica de (a
glutamina, dando como productos glutamato y amonio. Nosotros estamos interesados en
estudiar ios mecanismos que reguian ia actividad catalitica de estas enzimas en R e/, que es
una bacteria que fija nitrégeno. :

En R elii (Durén y Calderén, 1995), la glutamina es sintetizada por las GS a partir de
glutamato y amonio, y degradada por vias diferentes: la transaminasa de glutamina-w-
amidasa, que es importante en la sintesis Ireversible de ﬁllclna y slanina y mantiene el
balance entre estos aminodcidos; la GOGAT, que sintetiza glutamato a partir de glutamina y 2-
oxoglutarato, que puede participar en el balance entre glutamina y glutamato; y ia glutaminasa,
enzima que se presenta con la mas alta actividad catalitica en R et/i, en todas las condiciones
de crecimiento probadas. ' .

La glutaminasa juega un papel central en la utilizacién de [a glutamina como fuente de
carbono y nitrogeno y en mantener el balance entre glutamina y glutamato. La mutante LM16,
alterada en la actividad de glutaminasa no puede crecer en glutamina como fusnte de carbono
y nitrdgeno y presenta en sus pozas de aminodcidos acumulaciéon de glutamina y baja
cantidad de glutamato respecto a la cepa silvesire. La giutaminasa participa en el ciclaje de 1a
glutamina, donde este aminodcido es continuamente degradado y resintetizado. Los
bacteroides de la mutante LM16 alterada en la actividad de glutaminasa acumulan glutamina y
presentan pozas bajas de glutamato, lo que sugiere que la glutaminasa pueds tener un papél '
importante en la simbiosis. Una triple mutante de GS de R meliloti nodula y fija nitrégeno, lo
que sugiere que la planta le proporciona glutamina a los bacteroides, por io que la actividad de ,
las glutaminasas presenta una importancia excepcional,
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Existen evidencias que sugieren la presencia de isoenzimas de giutaminasa en R eoti,
una termolébil y una termoestabie, que presentan diferente moviiidad electroforética (Sénchez
y Calderon, 1995, comunicacién personal). La glutaminasa termolbil parece ser inducible, ya
que al crecer a ia bacteria en glutamina se presenta elevada y en amonio succinico se

encuentra mas bajs, por lo que se propone que su principal funcién es la de degradar is

glutamina para utiizarla como fuente de carbono y nitrégeno; mientras qua la glutaminasa
termoestabie parece ser constitutiva, porque no cambia en las diferentes condiciones de
crecimiento, por lo que se propone que puede tener una mayor importancia en la ngullclén de
las concentraciones de giutamina y glutnmlto yenel ciciajo

Se llevo a cabo la purificacion parciai de las glutaminasas de Rhizobium elli . Se decidié
purificar parciaimente ambas isoenzimas, porque simuitineamante al desarrolio de este
trabajo, se detecté la probable presencia de este par de isoenzimas de glutaminasa. '

Para la purificacién de la glutaminasa termolébil se utilizé la cepa silvestre de R otii CE3
con el plasmido pCD24, que contiene el gen de la glutaminasa termoldbil y que presenta tres
veces mas actividad de glutaminasa que la cepa silvestre; y la mutante LM18 que sdio
presenta actividad de glutaminasa termoestable.

Se determinaron las condiciones que confieren estabilidad a la giutaminasa: alta fdorza
iénica en el amortiguador de extraccion y dializado (0.1 M, 0.2M o més alto); pH 8 y bajs
temperatura; presencia de su sustrato, la glutamina, que estabiliza ia actividad de ia enzima al
ocupar el sitio catalitico; presencia de agenteé antioxidantes durante Ia extraccion y el proceso
de purificacion (dithiothreitol), lo que sugiere que la glutaminasa presenta en su estructura
molecular - grupos susceplibies a oxidacion (sulfhidrilos) que e confieren una estructura

tridimensional adecuada para su actividad, o bien, participan en el reconocimiento y formacion

del complejo enzima-sustrato; presencia de ADP en dializadol. lo que sugiere que la
glutaminasa presenta sitios alostéricos para ésta y otros nucledtidos de adenina, que pueden
participar en la modulacién de su actividad catalitica in vivo. La interaccion especifica de la
resina Cibacrén Biue y |a glutaminasa durante el proceso de purificacion, también sugiere que
dichos metabolitos energéticos pueden tener sitios de reconocimiento en la glutaminasa, pues
su estructura tridimensional es similar al NAD. _ ‘

Se observd que los cationes divalentes no la modulan como en el caso de la
glutaminasa B de E coli, y que el glutamato presenté una importante influencia en el
estabilizado de ia actividad de la glutaminasa, atribuible a8 que, por ser un producto de la
catdlisis de |a glutamina, en la estructura de la enzima debe existir un sitio de reconocimiento
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para el glutamato, muy cercano al sitio catalitico, que al ocuparse confiere estabilidad a la
enzima. R

De los resultados anteriores, se establecio la utilizacion de un amortiguador KH;PO,
con 5 mM de glutamina y 0.5 mM de dithiothreitol (amortiguador KP), de diferentes
molaridades para los pasos de purificacion estandarizados.

Se establecio el protocoio de purificacién siguiinto para la glutaminasa termolébil de Ia
cepa CE3pCD24:

Precipitacion con suifato de amonlo, donde se obtiene un rendimiento cercano al 85 %

y un factor de purificacién cercano a 2. La solubilidad de li glutaminasa se considera media,
ya que precipita eéntre un 20 y 35 % de saturacién de sulfato de amonio. Cromatografia de
intercambio iénico en DEAE-celulosa, donde se obsarvé un rendimiento superior al 25 %, con
un factor de purificacion entre 4 y 5. La glutaminasa termoldbil presenta carga negativa a pH 8
y en las condiciones de fuerza iénica de 0.05 a 0.1 M del amortiguador KP. Cromatografia de
interaccién hidrofébica en Octyl-agarosa, cuyo factor de purificacion fue de 18.5 con un
rendimiento del 25 %. Los resultados sugieren que la glutaminasa presenta zonas hidrofébicas
externas importantes en su estructura tridimensional, que interaccionan con los grupos Octyt
de la resina. Cromatografia de exclusion molecular o filtracion en ge!, en Sephacryl $200, cuyo
rendimiento fue de un 10 % con un factor de purificacion cercano & 56. Esta resina permitié
determinar la masa molecular de la enzima en su estado nativo. El tltimo paso de purificacién
fue en |a resina Cibacron azul, la cual fue la de mayor espaecificidad, en que se lograron
rendimientos del 0.3 %, con un factor de purificacién por encima de. 58. La estructura
tridimensional del Cibacrén azul, similar al NAD apoya la sugerencia de que existen sitios
alostéricos eri la glutaminasa para nucledtidos de adenina, como el ATP, ADP, AMP, NAD, que
permitieron su interaccion cdn la resina, con lo que se logré una separacién altamente
especifica. '

k La glutaminasa termoldbil se purificé cercana a la homoganeidad, con una actividad
especifica de 23 umoles/mgP-min. Presenta una masa molecular de + 90 kDa en su estado
nativo, obtenido por filtracién en ge!, con monémeros de + 24.5 kDa, obtenidos en SDS-PAGE.

Los resultados obtenidos en Ia purificacion de la glutaminasa teimolébil de R et/i, nos
permite compararia con las giutaminasas de otros modelos biolégicos, encontrando gran
similitud en cuanto a masa molecular con las glutaminasas de E coli, donde !a glutaminasa A
es de 110 kDa y la glutaminasa B es de 90 kDa; ambas giutaminasas son moduladas por
nucledtidos de adenina, io que también se sugiere para la glutaminasa de R et/ Las




63

glutaminasas de mamifero son mucho mayores y con un nimero de subunidades més aito que

el encontrado en la glutaminasa de R efi; ambas se diferencian por su sensibilidad al

glutamato, lo que se espera encontrar para las glutaminasas de R et. _
La gluuminlu termoestable, de la cepa LM16, se ha enriquecido aproximadamente 6

vecas, con sbio dos pasos de puﬁﬁcadén: suifato de amonio y DEAE-celulosa. La glutaminasa

rtoh'nout‘lble presenta una solubilidad similar a la de la glutaminasa termoldbil y el mismo

patrén de elusion en la resina de intercambio iénico, lo que suqloro que ambas pnuntlnv '
caracteristicas muy similares.

Los resultados obtenidos en la puﬁﬁoncaén de la glutaminasa termoldbil, pueden ser
mejorados en tanto se logren elevar los rendimientos, por lo que es necesario problr‘
diferentes condiciones para aumentar la ostlbiiidad dela qlutnminlsl pura, como la inciusién
de proteinas como ia albimina o compuestos como glicerol, que confieran estabilidad a Ia
anzima, o bien, aumentar la concentracién del antioxidante conforme |a pureza de la enzima
aumente, reduciendo la posibilidad de oxidacidn. También se propone la reduccién de pasos
en el protocolo de puriﬁcacién, ya que se observd que la resina Cibacrén azul se comportd de
una manera muy especifica, lo que pemmite suponer que podemos purificar a is giutaminasa
con dos o tres pasos, incluido éste, con lo que serd posible minoj-r volimenes mucho
mayores de la enzima en tiempos mds cortos. ' ' ‘ ‘

Con la optimizacién del protocolo de purificacién de la glutaminasa termoldbil y o
establecimiento de un protocolo de purificacién compieto para ia glutaminasa termoestable, se
estara en la posibilidad de caracterizarlas bioquimicamente y con técnicas inmunolbgicii. para
conocer los mecanismos de regulacion que operan en estas enzimas centrales del
metabolismo nitrogenado y que controlan su actividad catalitica, con lo que se podré
establecer mas claramente el papel metabélico de cads una de ellas en Rhizobium et/
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CONCLUSIONES

Se establecieron las condicionn que confieren estabilidad a las glutamlnlns de

Rhizobium etii.

Se lograron determinar las condiciones de almacenado de la anzims, en quo Ia
actividad de ia misma se conserva en un 100 %.

Se establecié un protocolo de purificacién para ia glutaminasa tormolibll con ol cual 8o

_purifico cercana a ia homogeneidad.
La glutaminasa termoldbil presenta una masa molecular en su estado nativo de + 90.

kDa, con subunidades idénticas de + 24.5kDa,
La glutaminasa termoestable de la cepa LM16 se onriqucclb aproximadamente 6 veces,
con sélo dos pasos de purificacion, ‘ :

PERSPECTIVAS

El establecimiento de un protocolo de purificacion de las glutaminasas permitiré
continuar con su caracterizacién bioquimica e inmunoquimica, con o cual se podrén
determinar los mecanismos reguiadores de la actividad catalitica de las gluwhlnasu, tales
como la modulacion alostérica 'y la probable presencia de modificaciones estructurales

postranscripclonales; aslmismo se podran determinar los parémetros cinéticos de Ias‘

glutaminasas, a fin de conocer su afinidad por giutamina y su operatividad, os decir, las
condiciones metabélicas en que se encuentran operando cada una de ellas, con |0 cual se
podré establecer de manera més clara el pape! metabélico de las mismas,

.-La posibilidad de producir anticuerpos policicnales contra las glutaminasas purificadas
permitira utilizar a éstos como una herramlenta para determinar |a presencia de glutaminasas
en otras Rhizobidceas y con elio, conocer ol grado de semejanzas bioquimicas @

inmunoquimicas entre las mismas.
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