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RESUMEN

La glutamina, el producto final de la asimilacién de amonio, es un compuesto
clave en el metabolismo nitrogenado, ya que sirve como donador de nitrégeno en una
gran variedad de vias biosintéticas y ademds funciona como el correpresor del
catabolismo nitrogenado. La concentracién de éste aminoacido determina la utilizacién
del nitrégeno del medio, la velocidad de sintesis y de degradacion del nitrégeno
celular.

Se ha demostrado que la glutamina para que sea dptimamente asimilada como
fuente de nitrégeno debe convertirse a glutamato, el otro donador de nitrégeno.

En Rhizobium etli, la cual es una bacteria fijadora de nitrégeno en simbiosis con
Phaseolus vulgaris, se ha encontrado que la glutamina es degradada por las enzimas
de la via de la transaminasa-w-amidasa, asi como por la glutaminasa. La glutamato
sintasa también participa en la asimilacién de glutamina. Ademas se ha encontrado que
el amonio liberado de la degradacién de glutamina, por la glutaminasa, puede ser
tomado por la glutamino sintetasa, completando de ésta forma un ciclo de degradacién
y sintesis.

La actividad de glutaminasa en Rhizobium etli esta regulada positivamente por
su sustrato, y negativamente por amonio y la fuente de carbono. Se ha sugerido que la
glutaminasa en Rhizobium etli tiene un papel catabdlico en la degradacion de
glutamina, permitiendo a la bacteria crecer en un medio de glutamina como fuente de
carbono ¥ nitrégeno; y asi mismo se le ha asignado la funcién de mantener un balance
entre la glutamina y el glutamato mediante su operacion en el ciclo
glutaminasa/glutamino sintetasa, con el consecuente gasto de ATP.

En éste proyecto se pretende conocer si existe alguna via metabdlica que pueda
compensar la falta de glutaminasa en la mutante LM16 de Rhizobium etli. Para lo cual
se han obtenido revertantes de ésta mutante, la cual es fue obtenida por mutagénesis
con Tn5-mob, seleccionada por su incapacidad para crecer en un medio minimo de
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glutamina como fuente de carbono y nitrégeno, y tiene una baja actividad de
glutaminasa.

Las revertantes fueron obtenidas por mutagénesis con nitrosoguanidina, para lo
cual se establecieron las condiciones de mutagénesis y se compararon las frecuencias
de mutacién espontanea e inducida. Puesto que todas ellas presentaron actividad de
glutaminasa y su crecimiento es intermedio entre la cepa silvestre y la mutante LM16;
se pensé en la posibilidad de que éstas revertantes expresen alguna isoenzima de
glutaminasa, diferente a la presente en la cepa silvestre.

Para diferenciar entre dos posibles isoenzimas, se probd la termoestabilidad de
la actividad de glutaminasa en extractos crudos de la cepa silvestre y de la mutante. Se
encontré que en la primera es termolabil, conservando un 10% de su actividad inicial
después de 15 minutos de calentamiento a 50°C; y en la segunda es termoestable,
conservando aproximadamente el 70% de la actividad en las mismas condiciones.

En la deteccién in situ de la actividad de glutaminasa en gel de poliacrilamida
utilizando extractos crudos de la cepa silvestre, se ha observado una sola banda de
actividad. Con los extractos purificados de glutaminasa de la cepa LM16 ha sido
posible observar una segunda banda inferior a la que aparece en los extractos de la
cepa silvestre. Asi mismo, la cepa silvestre mostr6 una segunda banda semejante a la
de la mutante LM16, muy tenue, cuando se purificé un extracto obtenido de un
crecimiento de medio minimo suplementado con amonio mas succinico. Estos
resultados sugieren la existencia de dos isoenzimas de glutaminasa en Rhizobium etli,
que se diferencian por su termoestabilidad y movilidad electroforética. En el caso de
una de las revertantes, los extractos purificados de la misma mostraron una banda
semejante a la de la mutante LM16, e igualmente estos extractos son termoestables en
la actividad de glutaminasa, lo que sugiere que ésta revertante tiene una mutacién en
la glutaminasa de la cepa parental que aumenta la actividad de glutaminasa y le
permite ahora crecer en glutamina como fuente de carbono y nitrégeno.



INTRODUCCION

El nitrégeno representa, junto con el carbono, hidrdgeno y oxigeno, uno de los
‘elementos mas importantes para el sustento de la vida; ya que forma parte esencial de
las biomoléculas. Sin embargo, dada la poca disponibilidad del elemento en la
naturaleza, se constituye en una limitante para el crecimiento de los organismaos vivos.

La forma natural del nitrdgenc es un gas diatémico (N;) que se encuentra
formando parte de la atmdsfera en un 80%. La gran estabilidad del triple enlace en la
molécula de N; lo hace poco disponible biolégicamente. El nitrégeno puede entrar a los
sistemas biolégicos sélo cuando se ha fijado, ¢ estd combinado con otros elementos
comoelHyelO.

Dada la importancia del elemento para |a vida, éste debe ser reciclado. Este flujo
de nitrégeno a través de la biosfera, se denomina ciclo del nitrdgeno.

1. CICLO DEL NITROGENO.

El ciclo del nitrégeno representa la transformacién del nitrégeno inorganico a
nitrégeno organico, junto el proceso de degradacién inverso”".Este ciclo puede
dividirse en cinco etapas principales (figura 1):

(1) Reduccidn del nitrégeno atmosférico a amoniaco por determinadas bacterias. Este
proceso catalizado por el complejo enzimatico nitrogenasa, se denomina fijacion de
nitrégeno,

(2) El amoniaco puede ser empleado directamente por la mayoria de los organismos.
Sin embargo, la mayor parte del amoniaco del suelo se oxida a nitrito v,
posteriormente a nitrato. Las bacterias nitrificantes obtienen su energia a partir de
estas reacciones de oxidacién, empleando el amoniaco como donador de
electrones. Las bacterias del género Nitrosomona oxidan el amoniaco a nitrito,
mientras que las que pertenecen al género Nitrobacter convierte el nitrito a nitrato.
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(3) Existen numerosos microorganismos del suelo que reducen los nitratos a nitrégeno
molecular en condiciones anaeroébicas. Estas reacciones de reduccién se conocen
como desnitrificacion.

(4) Las plantas absorben el nitrato y lo reducen a amoniaco, el cual se emplea en la
sintesis de aminodcidos y de otros compuestos organicos que contienen nitrégeno.
Las plantas tienen la capacidad de sintetizar todos los aminodcidos que van a
requerir para sus procesos celulares. Los animales, sin embargo, deben
alimentarse de plantas (o de otros animales) a fin de obtener los aminoacidos
esenciales.

(5) La descomposicion de las plantas y de los animales muertos genera residuos
orgédnicos que son transformados en amoniaco por las bacterias saprdfitas
(bacterias que descomponen materia organica no viviente). Este proceso de
conversién es conocido por amonificacion. Las bacterias sapréfitas emplean el
amoniaco en sus propios procesos biosintéticos, aunque liberan el exceso al
entorno; de éste modo proveen sustrato para la nitrificacién. La urea secretada por
los animales también se emplea en la nitrificacion.

El ciclo del nitrégeno es de vital importancia para la agricultura en la provisién
de nitratos solubles. A menos que los nitratos sean agregados al suelo como
fertilizantes, el paso importante es el de la fijacién de nitrogeno.™

2. FIJACION DE NITROGENO.

La fijacién de nitrégeno ( la reduccion del nitrégeno molecular a amonio)
N, + 66 + 6H ——— 2NH,

se compara a la fotosintesis como uno de los procesos fundamentales para toda la vida
en la Tierra. El producto resuitante, amonio, puede ser usado para la biosintesis de
acidos nucleicos, aminoacidos y otros compuestos nitrogenados escenciales para la
vida,?

El desarrollo en los métodos de la agricultura ha provocado un aumento en el
uso y dependencia en los fertilizantes nitrégenados. El agotamiento de los
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combustibles fésiles y el aumento en los costos de produccién de los fertilizantes,
puede conducir a una crisis alimenticia en el mundo.”®

El nitrégeno molecular puede ser reducido por varios procesos industriales,
entre los cuales el proceso Haber-Bosch es el mas importante. Este proceso se basa
en la reaccién entre el hidrégeno y el nitrégeno atmosférico. El hidrégeno necesario
para éste proceso es producido a partir de gas natural, y para completar la reaccion
eficientemente se requiere de elevadas temperaturas y altas presiones, lo que
representa una gran demanda de energia."*®

La fijacién industrial del nitrégeno mediante la aplicacién de fertilizantes
quimicos a la agricultura, ha sido un punto de atencién en los aiios recientes; ya que
esto representa una interferencia relativamente grande con el ciclo natural del
nitrégeno.

La adicién de nitrégeno fertilizante al depdsito de nitrégeno inorganico soluble
ha tenido como consecuencia el cambio de las condiciones de equilibrio de este
depésito. Los procesos de eliminacién, como por ejemplo la desnitrificacién, no
parecen que vayan al mismo ritmo, y la excesiva pérdida de nitrégeno hacia los rios y
lagos puede causar un florecimiento excesivo de algas, cuya intensa actividad agota
los demds nutrientes importantes, como por ejemplo el fésforo del agua. Luego sigue la
muerte de las poblaciones de algas, y la descomposicién por metabolismo aerobio
agota el oxigeno del agua; de manera que se destruyen los peces y otros organismos
que dependen del oxigeno. Esta condicién es conocida como eutroficacién. %7

Debido a los incovenientes que presenta el uso de los fertilizantes y a que la
fuente de nitrégeno mas abundante se encuentra en la atmésfera, se ha pensado en la
fijacion bioldgica del nitrégeno como una alternativa para fertilizar los suelos con un
menor costo y con menores problemas de contaminacién.® Por lo cual se realizan
esfuerzos para investigar el mecanismo de la fijacién biolégica del nitrégeno, con la
meta de poder establecer nuevos métodos comerciales viables en la fertilizacién de
suelos y también para aumentar el conocimiento de los procesos quimicos y
bioquimicos fundamentales en el proceso involucrado.



2. Fljacién Bioldgica de Nitrégeno.

En la fijacién bioldgica de nitrégenoc estan implicados varios microorganismos
que son capaces de aprovechar el nitrégeno molecular de la atmésfera.

Estos microorganismos pueden dividirse en dos grupos principales

A. Organismos fijadores de nitrégeno en vida libre.

1. Bacterias.

Aerobias, anaerobias y anaerobias facultativas, estdn representadas en éste
grupo. Azotobacter, Clostridium y Derxia , habitan en la raiz y la rizosfera de varias
plantas superiores. Anaerobios facultativos como ciertos bacilos , fijan nitrégeno sélo
bajo condiciones de anaerobiosis. Bacterias fotosintéticas que viven principalmente en
ambientes acuosos,

2. Cianobacterias.

Las cianobacterias son generalemte resistentes a temperaturas extremas y a la
desecacién, lo que las hace adaptables a una gran variedad de condiciones
ambientales. Viven en regiones célidas. asi como en regiones subérticas. La fijacion de
nitrégenc se ha encontrado en 23 generos de ciancbacterias.

B. Organismos Fijadores de Nitrégeno Simbidticos.

Existen dos tipos de asociacion simbidtica entre bacterias y plantas superiores:
la simbiosis asociativa, ahora llamada rhizocoenosis;'"™ y la simbiosis obligatoria.

1. Simbiosis asociativa.

Este tipo de simbiosis fue descubierta recientemente “?. Se ha reportado para el
caso de Azotobacter paspali, que penetra en la corteza de la raiz de Paspalum
notratum, una fijacién apreciable de nitrégeno. Otro caso es el de Azospinllum en
asociacion con varios Gramineae. ™",

2. Simbiosis obligatoria.
a) No-leguminosas.

Un grupo numeroso de angiospermas, por ejemplo Alnus, Hyppophde,
Ceanothus, Coriaria, Mynca, generalmente conocidas como no leguminosas; fijan
nitrégeno en simbiosis con Frankia en sus nédulos de ralz. Las plantas noduladas no



leguminosas son importantes en los ecosistemas naturales. El potencial de varios de
estos sistemas aun no es totalmente investigado.
b) Leguminosas.

Un grupo de Fabaceae, por ejemplo Medicago, Melilotus, Pisium, Trifolium, Vicia,
es infectada por miembros del género Rhizobium. La fijacién de nitrégeno en los
nédulos de la raiz de leguminosas contribuye significativamente a la incorporacion de
nitrégeno en los suelos agricolas. Esta es la fijacion biolégica de nitrégeno mds
importante, y la mas explotada en la préctica.

3. FIJACION DE NITROGENO
EN SIMBIOSIS CON LEGUMINOSAS

La importancia de las leguminosas en la agricultura ha estimulado Ia
investigacién intensiva de la simbiosis entre Rhizobium y las leguminosas. '

El genero Rhizobium se subdivide en dos clases de especies: los Rhizobium de
crecimiento rdpido que tienen un tiempo de duplicacién de dos a cuatro horas y forman
colonias de entre dos y cuatro milimetros de diametro en tres a cinco dias; y los
Rhizobium de crecimiento lento que tienen un tiempo de duplicacién de seis a ocho
horas y forman colonias de un milimetro después de siete a diez dias de incubacién."?®

El término rhizobia es aplicado a las bacterias del suelo de los géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium. L.a primera clasificacion de éstas bacterias
se basa en la capacidad de un cultivo para invadir y formar nédulos efectivos en cierto
tipo de plantas, es decir, en la especificidad de la simbiosis. Esta distincion no es
absoluta, ya que se han descrito ejemplos de especificidades cruzadas. %

En los Ultimos arlos ésta clasificacién se ha modificado parcialmente debido a la
gran informacién que se ha obtenido. Esta nueva clasificacién no solo se basa en la
especificidad de las interrelaciones (compatibilidad), sino también considera la
velocidad de crecimiento, el metabolismo y la hibridacién de DNA; comparando todas
estas caracteristicas por técnicas de taxonomia numérica, “7°"



Fenotipicamente se distinguen tres niveles de compatibilidad entre la planta y el
Rhizobium: 1) la habilidad de formar nédulos, 2) la habilidad de fijar nitrégeno y 3) la
efectividad de la fijacion de nitrégeno. No todas las leguminosas nodulan y no todas las
cepas de Rhizobium forman nédulos con todas las plantas del grupo correspondiente.
Muchas cepas forman nddulos, pero poco o nada de nitrégeno es fijado. Tal
inefectividad ocurre entre varias especies. Algunos rhizobia fijan altos niveles de
nitrégeno con ciertas especies, y bajos niveles con otras. Estas caracteristicas han
permitido caracterizar la alteracion de algun gene involucrado en el proceso de
nodulacién y fijacién de nitrégeno.®”

El estudio de los genes bacterianos requeridos para la formacién de nédulos
efectivos en la fijacion de nitrégerio, ha tenido un gran avance gracias a los
experimentos de mutagénesis con transposon, clonacién recombinante, y transferencia
de plasmidos. %798

La simbiosis en leguminosas se establece generalmente a través de los
siguientes pasos:®?

1. Infeccién de las células radicularses del hospedero.

2. Desarrollo del “hilo de infeccion” y penetracion del tejido cortical del hospedero.
3. Estimulacion de la divisién de las células corticales e iniciacién de la nodulacién.
4. Depositacién del rhizobia dentro de la célula del hospedero, y

5. Conversién de |la bacteria en bacteroide.

Vincet ™, ha dado una descripcién sistematica del desarrollo de los nédulos de
leguminosas por etapas, y ha asignados codigos fenotipicos a cada uno de sllos.

3.1 Nodulacién.

El proceso empieza por la llegada del rhizobia cerca de las raices de la planta,
debido a un proceso de quimiotaxis"'*®.Como muchas otras bacterias, rhizobia puede
movilizarse hacia ciertos compusestos. Se ha sugerido que compuestos flavonoides
puedan funcionar como atrayentes especificos producidos por la planta. @*'®

Las etapas iniciales de la simbiosis estan definidas por los genes nod, que se
requieren para la infeccion y la nodulacién. Los genes nod de varios rhizobia no se
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expresan en células cultivadas, pero se inducen en presencia de fa planta o por
exudados de |a planta.®®"

Existen varias flavonas, isoflavonas (figura 2) y compuestos relacionados
contenidos en los exudados de la planta que varian en su capacidad de inducir o inhibir
los genes nod. La variacién producida es debida mayormente por la especificidad del
hospedero."'"

Estos compuesto que son secretados por la planta "% '™ difieren ligeramente
entre elios, de una planta a otra; como por ejemplo en fos grupos hidroxilo o alguna

otra modificacion.

Flawonas lsoflavonas

Figura No. 2

Los miembros del grupo de genes nod ABC, son llamados los genes nod
comunes; ya que se encuentran presentes en todos los rhizobia y parecen ser
funcionalmente intercambiables entre todos los Rhizobium. ©'- -9

Estos genes parecen estar involucrados en la induccion de nodulos en las
leguminosas y también en Parasponoia.®®

Estudios recientes con Rhizobium meliloti han aporlado significativamente a ol
conacimiento de como los productos de nodABC pueden operar: nodA y nodB
sintetizan compuestos de bajo peso molecular que pueden estimular la divisién celular
de la planta; y se sugiere ™ que el producto de nodC pueda estar involucrado en la
transduccion de estas sustancias de la bacteria hacia las células de la planta.
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Otro gene, nodD, parece estar directamente bajo la influencia de las flavonas o
isoflavonas, y regular otros genes del complejo nod, incluyendo secciones de genes de
nodulacién especifica para el hospedero.

La evidencia genética sugiere que NodD actua como el receptor directo del
inductor flavonoide, y por esto es importante en el reconocimiento efectivo entre la
bacteria y la planta.“*® La proteina NodD se une a la regién promotora que contiene
secuencias conservadas, la caja nod, asi que es posible sugerir ®? que el gene nodD
tiene una funcién dual; una comun para activar la expresién de los genes nod, y otra
diversa para reconocer diferentes flavonoides.

Las células de Rhizobium inducidas para expresar los genes nodABGC exportan -
un factor o factores que afectan la morfologia de la raiz y el crecimiento de los pelos
radiculares. ®*'* De esto se deduce que los genes nod causan la sintesis de sefiales
para la planta.

Dos tipos de sustancias usualmente parecen estar involucradas tanto en el
reconocimiento como en la unién. Estas son las lectinas, por parte de la planta, y
polisacéridos de superficie (exopolisacaridos), por parte de la bacteria. Las lectinas
(proteinas no cataliticas producidas por el hospedero) pueden reconocer residuos
particulares de carbohidratos en el rhizobia de una manera especifica.

Ademds de los exopolisacaridos, existen otros tres tipos de polisacéridos de
superficie que pueden estar involucrados en la infeccion: lipopolisacaridos,
polisacéridos capsulares y p.1,2-glucanos ciclicos.

Una vez que se logra el reconocimiento y la union, la planta responde a la
presencia del rhizbbia con el enroscamiento de los pelos radiculares (como se dijo
anteriormente debido a la expresion de los genes nod de la bacteria).

Las bacterias atrapadas en la espiral de los pelos de la raiz proliferan y
empiezan a infectar las células superficiales de la planta; mientras tanto las células de
la planta invadida son estimuladas a producir una envoltura de pared celular llamada
*hilo de infeccién"®,

Después de la penetracion de los pelos radiculares, la bacteria se multiplica
dentro del hilo de infeccién” que se mueve desde la corteza de la raiz hacia el
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meristema. Simultdneamente, la células tretraploides de la planta son estimuladas a
dividirse, la sucesivas divisiones producen el nédulo. Las células de la planta en el
nédulo son infectadas por la bacteria, la cual es envuelta con la membrana plasmatica
de la planta "', dando origen a la llamada membrana peribacteroidal.

Durante el desarrollo dei nddulo, rhizobia ileva a cabo varios cambios
morfoldgicos y fisiolégicos, hasta su diferenciacién a bacteroides, en donde se realiza
la fijacién de nitrégeno y un intercambio metabdlico. .

L.a etapa final de la simbiosis, !a fijacién de nitrégeno, es la culminacion de un
complejo proceso de desarrollo, cuya funcién seguramente se constituyen en la fuerza
motriz de la simbiosis en la evolucién.®.

3.2 Fijacidn.

Los genes para la fijacion de nitrégeno son divididos generalmente en dos
grupos: aquellos que presentan homologia con los sistemas de fijacién de nitrégeno en
vida libre, tales como Klebsiella, son referidos como genes nif; y aquellos que muestran
ser requeridos para la fijacién simbiética de nitrégeno, pero a cuya funcién no se le
conoce analogia a alguna funcién en vida libre, son referidos como los genes fix.
Mutantes tanto en los genes nif como en los genes fix, son capaces de provocar el
desarrollo del nédulo, pero estos no fijan nitrégeno.®.

Los genes involucrados en la sintesis de la nitrogenasa (nif) estan mejor
caracterizados para Klebsiella pneumonieae. Las unidades de Fe-proteina estdn
codificadas por el gene nifH. La secuencia de aminoéacidos es altamente conservada
entre diferentes organismos. Para la proteina Fe-Mo, la subunidad o esta codificada
por el gene nifD. La otra, la subunidad P, esta codificada por el gene nifK. La secuencia
completa de ambas subunidades ha sido determinada en varios organismos fijadores
de nitrégeno, y existe un grado considerable de homologia.

Los genes nifB, nifN y nifS codifican para proteinas involucradas en la
biosintesis del cofactor Fe-Mo y su incorporacién a la nitrogenasa. ?%465%.1%.115.128)
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Klebsiella pneumoniae regula la transcripcion de los genes pif via el producto del
gene nifA y el factor sigma codificado por ntrA, que a su vez es activado por ntrC que
actua sobre nirA.™

La activacién simbittica de los genes nif, también es dependiente de nifA, pero
nifA no es activado por ntrC " La expresién de nifA es dependiente de una baja
concentracién de oxigeno, ® cuyo efecto estd mediado por los distantemente
enlazados genes fix. “>®'* Este loci ha sido secuenciado e identificado como dos
genes: fixi, y fixJ. ®

Se ha demostrado en Rhizobium meliloti que fixL y fixJ regulan a pifA en
respuesta a la limitacién de oxigeno.""?

Los genes fixL y fix) codifican para dos proteinas de tipo regulatorias de dos
componentes en donde FixL es una hemoprotelna que funciona como la proteina
sensora de oxigeno, que es capaz de autofosforilarse y transferir el fosfato a FixJ, la
protelna activadora.®”

Los genes fixL y fixJ controlan positivamente la transcripcion de nifA y de fixK,
cuyos productos activan la transcripcidn de los deméas genes que participan en la
fijacién de nitrégeno.

4. BIOQUIMICA DE LA SIMBIOSIS
RHIZOBIUM-LEGUMINOSA

Cuando termina el proceso de nodulacion, comienza la fijacién de nitrégeno
como tal. De manera que la bacteria le proporciona a la planta nitrégeno en forma de
amonio para sus requerimientos, y ésta le da a la bacteria un ambiente favorable y una
fuente de energfa para la funcién del bacteroide durante el proceso de fijacion de
nitrégeno.

4.\. La nitrogenasa.

El complejo enzimatico nitrogenasa (figura 3) cataliza la reduccién del nitrégeno
mediante seis electrones para dar amoniaco. Este proceso requiere de NADH y
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ferrodoxina y estd acompafado por la hidrdlisis de 12 moléculas de ATP por molécula
de N que se reduce.

N + 6H" + 66 + 12ATP + 12H,0 — 2NH, + 12ADP + 12Pi

La nitrogenasa es un oligémero complejo con dos componentes proteicos
claramente distintos. Una de las proteinas, conocida como ferroproteina, es un dimero
de subunidades idénticas (peso molecular de la subunidad de 34 mil D.) que rodea a
un centro de F,S, ¥y que contiene dos localizaciones para la unién de ATP.

La segunda proteina, llamada Ferro-Molibdenoprotelna, es un tetramero (peso
molecular de 220 mil D.) con una estequiometria o.f; Esta proteina contiene dos
dtomos de molibdeno, 28 a 30 dtomos de hierro y 28 a 30 atomos de azufre, sin
embargo, estas cantidades no se conservan en todas las Fe-Mo-proteinas.

En el proceso de reduccion, el NADH, que es e] tltimo donador de electrones en
ésta reaccion, transfiere los electrones a la ferrodoxina (o una flavodoxina). La
ferrodixina reducida une entonces ATP, lo que aumenta el poder reductor de ésta
proteina y la capacidad para ceder los electrones, uno a uno, a la Fe-Mo-proteina del
complejo nitrogenasa.

Una vez que se reoxida la Fe-proteina, el ATP se hidroliza en ADP y Pi. La Fe-
Mo-proteina almacena los electrones hasta que se alcanza un potencial electroquimico
suficiente para la transferencia de los electrones al N, que se une a esta proteina. El
amoniaco inhibe de una forma potente a la nitrogenasa, actuando esta Unicamente
cuando la célula requiere nitrégeno reducido.

En Rhizobium y Bradyrhizobium el desarrollo de la nitrogenasa es paralelo a la
represion de la glutamino sintetasa (GS), de tal forma que el bacteroide puede reducir
N2 a NH, pero no puede asimilar amonio en compuestos organicos, este Ultimo papel
es asumido por el hospedero.

También se requieren condiciones de bajo oxigeno para optimizar la funcién de
la nitrogenasa "
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-Figura No. 3
Modelo de Nitrogenasa

4.2. Produccidn y Evolucién de Hidrdgeno.

Un descubrimiento que fue posible gracias al desarrollo de sistemas de
nitrogenasa in vitro, fue el comportamiento peculiar de la enzima en la ausencia de su
sustrato. Gest * fue el primero en observar que cultivos de Rhodospirillum rubrum
producen hidrégeno cuando crecen fototropicamente en &cidos organicos con
aminoéacidos (por ejemplo glutamato) como fuente de nitrégeno.

Las células de tales cultivas fotometabolizaban sustratos tales como acetato,
lactato y malato, completamente hasta CO, y H,. La fotoproduccién de hidrégenc se
inhibe por amonio y nitrégeno, lo cual indica la participacién de la enzima en la
evolucién de hidrégenc. Como varios otros rhodospirillaceae, Rhodospirillum rubrum
es capaz de reducir nitrogeno, la formacién de la nitrogenasa se derreprime a bajas
concentraciones de amonio (como en el caso en que crece con glutamato como fuente
de nitrdgeno); y en la ausencia de nitrégeno molecular, la actividad de hidrogenasa del
sistema de la nitrogenasa produce H; a partir de NADH,, en una reaccion que requiere
ATP.

Por tanto, ios 4cidos organicos son oxidados via el ciclo de &cidos
tricarboxfiiicos, y la coenzima reducida generada se oxida por el sistema de la
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nitrogenasa. Dado que el aceptor usual (N;) no esta disponible, el poder reductor se
libera como hidrégeno molecular.®?

A pesar de que la produccién de H, es inevitable, el gas puede é puede no ser
desprendido; dependiendo de algunas condiciones, como por ejemplo si el
abastecimiento de reductores de bajo potencial redox es limitado, o si la razén entre los
dos componentes del complejo nitrogenasa es muy baja, entonces mas electrones son
dirigidos hacia la reduccién de H*.

Obviamente la produccién de H, consume energia en forma de ATP, para llevar
a cabo la transferencia de electrones entre ios componentes de la nitrogenasa. Varias
de las bacterias fijadoras de nitrégeno, tienen una hidrogenasa especial que permite al
organismo reincorporar el H,,

Se han propuesto tres modos en los que la produccion de H; por la nitrogenasa
puede ser de utilidad ®®
1. Para la reduccion de O, y proteger asi a la nitrogenasa.

2. Para recuperar energia acoplando la produccion de ATP a la oxidacién de H,.
3. Como una fuente de electrones para la propia nitrogenasa.

Estos y otros puntos relacionados a la produccién de hidrégeno y la fijacién de
nitrégeno, han sido revisados por Evans“® y Stam.'*

En términos generales ia posible ventaja de una hidrogenasa depende del factor
que limita la fijacién de nitrégeno en un sistema en particular.

4.3, Sengibilidad a Oxigeno.

Una propiedad comdn en la nitrogenasa es su sensibilidad a oxigeno, esto
representa un gran probiema por que ia produccion de ATP en los bacteroides es un
proceso aerdbico, y por tanto se requiere la presencia de oxigeno molecular. Otro
efecto del oxigeno sobre las bacterias fijadoras de nitrdgeno, es la represién de la
sintesis de la nitrogenasa

Este problema ha sido resuslto por la produccion del pigmento rojo
leghemoglobina (Lb). La leghemoglobina tiene dos funciones principales. La alta



17

concentracién de esta proteina acarreadora de oxigeno, facilita la difusién del O, hacia
los dominios del bacteroide, permitiéndole entonces llevar a cabo la sintesis de ATP.®

Ademas, el oxigeno es transportado como el complejo Lb-O,, lo que significa
que la concentracién al equilibrio de O, en la superficie del bacteroide, es
extremadamente baja para poder inactivar la nitrogenasa o reprimir su sintesis.

La leghemoglobina es un producto de la simbiosis, las proteinas globulares
estan codificadas por genes de la planta, mientras que la sintesis del grupo hemo se
lileva a cabo en la bacteria.

4.4, Intercambio Metabélico.

En los sistemas simbiéticos Rhizobium-leguminosa de fijacion de nitrégeno,
existe evidencia de que el nitrégeno reducido por el bacteroide es exportado como
amonio, el cual es asimilado por las enzimas de la planta. Esta asimilacion de amonio
en la planta ocurre via los amino4cidos glutamato y glutamina. (ver seccion 5§ de ésta
introduccidn).

Como se muestra en la figura 4, parte de la glutamina final es usada para
mantener el abastecimiento de la molécula aceptora, glutamato. Sin embargo, en
ciertas especies (por ejemplo ciertas cicadas) patrones de marcaje muestran que la
molécula aceptora proviene de otra fuente.

La asparagina es otro producto exportado de los nédulos de la leguminosa,
usualmente junto con la glutamina. Tales nddulos son referidos algunas veces como
exportadores de amidas.'?9

La asparagina es también un producto comin de exportacién en varios sistemas
de actinorhizal *** pero no en cicadas. "

Sin embargo, en plantas vasculares principalmente, la glutamina puede ser
procesada posteriormente para dar otros productos de exportacién, como pueden ser
citrulina, alantoina y acido alantoico. La alantoina y su derivado el acido alantoico son

caracteristicos de ciertos tipos de leguminosas, que se conocen como exportadores de
ureidos, "9
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En cuanto a la naturaleza de la fuente de carbono que provee la planta al
bacteroide, se han realizado varias investigaciones debido a que el abastecimiento de
la fuente de carbono limita la fijacién de nitrégeno,®® ya que en ultima instancia, el

abastecimiento de electrones para la nitrogenasa proviene de los compusestos de
carbono disponibles para el bacteroide por la célula de la planta.
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Originalmente se propuso que estos compuestos fueran sacdridos, los cuales
son el mayor componente de la fotosintesis de la planta."*® Sin embargo, se encontré
que tales compuesto no son la principal fuente de energla usada por el bactercide ya
que los azlicares no son transportados activamente, ni oxidados por bacteroides. """

Otros trabajos sugieren que Rhizobium puede utilizar como fuente de carbono
Acidos dicarboxllicos, ya que estos compuestos son transportados y oxidados por
bacteroides de Rhizobium y son requeridos para la fijacién de nitrégeno.

Mutantes en el transporte de dcidos dicarboxilicos son capaces de nodular
(Nod') pero incapaces de fijar nitrégeno (Fix) "3“%112420 | 3 mayoria de las
evidencias soportan la idea de que los 4cidos dicarborxilicos succinato y malato son
los compuestos suplementados al bacteraide.***?"

El transporte de succinato en Rhizobium ocuire mediante el sistema de
transporte de dcidos dicarboxllicos, el cual es constitutivo en bacteroides y puede
transportar succinato, malato, fumarato y analogos a succinato.‘®

Los 4cidos dicarboxilicos son oxidados en el ciclo de Krebs, y mutantes
afectadas en la aclividad de succinato deshidrogenasa y o-cetoglutarato

deshidrogenasa en Rhizobium meliloti inducen una nodulacién tardia y son incapaces
de fijar nitrégeno. 435354

Dada el hecho de que las mutantes en el transporte de acidos dicarboxilicos son
capaces de nodular, otros compuestos diferentes deben ser capaces de inducir el
desarrolio de los bacteroides."'¥ Kahn, et.al.” han propuesto que el intercambio de
aminoécidos y/u otros acidos organicos a través de la interface bacteria/planta, puede
constituirse en una fuerza directriz en la fijacién de nitrdgeno. En este modelo la
exportacion de amonio por la bacteria estd acoplada a la importacion de esquelelas
carbonados.”

Algunas de las evidencias que soportan esta propuesta son que se han
encontrado en bacteroides las actividades de las enzimas catabélicas de aminoacidos,
como aspartasa, asparaginasa, glutaminasa, aspartato deshidrogenasa y alanina
deshidrogenasa.®**" E! glutamato y aspartato aceleran !a actividad de nitrogenasa y
respiracion en Bradyhizobium japonicum "'®. Una mutante de Rhizobium meliloti con
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una actividad reducida de giutamato-oxalacetlato transaminasa forma nédulos
inefectivos."® Otra mutante afectada posiblemente en glutamato descarboxilasa
reduce la actividad de nitrogenasa.®? Se ha encontrado,” que una concentracién de "
10 mM de glutamato incrementa la proporcién de amonio con una demanda de oxigeno
debido a la fijacién de nitrégeno, lo que sugiere que el bacteroide puede utilizar
glutamato como fuente de carbono y estimular la fijacién de nitrégeno.

Por otro lado, se ha propuesto”™ que ia prolina puede ser un aminoécido
suplementado a los bacteroides por la planta durante la fijacién de nitrégeno como
fuente de energia. Se piensa que en el citoplasma de la planta se ileva a cabo la
reduccién de pirrolina-5-carboxilato (P5P) dando como productos prolina y NADP®, y
que éste aminodcido sea catalizado dentro del bacteroide por la prolina
deshidrogenasa con una transferencia de electrones para producir el ATP requerido
para la fijacién de nitrégeno.

Esta interesante propuesta, evidenciada por varios estudios enzimolégicos,
sugieren una estrecha relacién entre el citosol de la planta y el bacteroide; muy
semejante a la encontrada entre el citosol y la mitocondria de los eritrocitos.® (figura
5), sin embargo, no se han encontrado evidencias del transporte de prolina en el caso
del sistema de fijacién de nitrégeno mencionado.

Esta via es consistente con la propuesta de Kahn, Kraus y Somerville, que los
bacteroides pueden derivar energia a pértir de compuestos nitrogenados.
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FiguraNo. 5

Metabolismo de la prolina en la transduccion de energi
del citosol a mitocondrias en eritrocitos humanos.

P5C = pirrolina-5-carboxilato

5. ASIMILACION DE AMONIO.

El amonio se sitta en un punto crucial en el metabolismo nitrogenado, ya que es
el producto de la fijacion de nitrégeno y el punto de convergencia entre la conversién
del nitrégeno inorganico a nitrégeno organico (asimilacion) y el proceso inverso
(desasimilacion).

El amonio puede producirse intracelularmente por la degradacién de urea,
arginina, histidina, glutamato, etc. El amonio y otros productos iniciales de la
asimilacién de amonio se involucran en el control de estas vias y en la utilizacién de
otras fuentes de nitrégeno, tales como los aminoacidos.

Existe clara evidencia de que ciertas bacterias son capaces de retener amonio
intracelularmente en concentraciones mas altas que las del medio del cultivo en el que
se encuentran. Por ejemplo, cultivos fijadores de nitrégeno de Klebsiella pneumoniae y
Azzotobaceter chroococcum contiene 3 mM y 2mM de amonio respectivamente.'*®
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Kieiner ™’ ha reportado que cultivos de Az. vinelandi contienen 0.6 M de
amonio intracelularmente cuando la concentracion extracelular era de 2-8 mM; es decir
una diferencia de 100 veces a través de la membrana celular. El ha sugerido que |a
membrana de este organismo es impermeable a amonio y que se requiere un sistema
de transporte.

Un experimento bastante Util para el estudio del transporte de amonio es el uso
de ["‘C]-metilamonio como sustrato anélogo.

Esta situacion no es semejante para el caso de bacteroides de Rhizobium. Se
induce una permeasa en cultivos de Rhizobium leguminosarum en condiciones de
limitacién de nitrégeno, pero ésta no se encuentra en bacteroides.®” Estudios in vitro
muetran que el “NHy de "N, aparece mayormente en los alrededores de los
bacteroides fijadores de nitrégeno.®

Dado que el amonio parece equilibrarse rapidamente a través de la membrana
de rhizobia en vida libre en concentraciones moderadas de amonio®”; y por que el
promedio de concentracién de amonio en los nddulos es de cerca 2-4 mM, el
movimiento de amonio del bactercide hacia el citosol de la planta, es probablemente
por difusldn.

En la asimilacion de amonio dos son los mecanismos conocidos, ambos resultan
en. la aminacion de 2-oxoglutarato para formar glutamato. Una de estas vias es
catalizada por la glutamato deshidrogenasa (EC.1.4.13. GDH) y que es una reaccion
reversible que convierte el 2-oxoglutarato directamente a glutamato con el amonio
como donador de nitrégeno y el NADPH 6 NADH como donador de electrones.

2-oxoglutarato + NH; + NAD(P)H + H' «—— glutamato + NAD(P)" + H.0

En general, se asume que la GDH asociada a NADP tiene una funcién
biosintetica, a pesar de que la Km para el amonio es usualmente alta, lo que indica que
la enzima funciona eficientemente solo a altas concentraciones de amonio. Por otro
lado, se sabe que la GDH asociada a NADH existe en varias bacterias, principaimente
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pseudomonas, donde tiene una funcién catabdlica asociada con el crecimiento con
aminodcidos como fuente de carbono."®

Se sabe que existen otras deshidrogenasas especificas para alanina y leucina,
que estan presentes especialmente en Bacillus sp., pero también tienen una funcién
catahdlica, ®'%¢

Un mecanismo alternativo presente en muchas de las bacterias estudiadas
involucra la participacion de dos enzimas: la glutamino sintetasa (EC.6.3.12. GS) y la
glutamato sintasa (EC.2.6.1.53. glutamina-2-oxoglutarato aminotranferasa. GOGAT).
Estas enzimas catalizan ta completa aminacion del 2-oxoglutarato a glutamato, con la
glutamina como intermediario.

NH; + L-glutamato + ATP —cGs—— L-glutamina + ADP + Pi

L-glutamina + 2-oxoglutarato + NAD(P)H + H* —cGocan— 2 L-glutamato + NAD(P)"

Este sistema es fisiolégicamente irreversible y tiene los mismos productos
finales que la GDH, con el gasto adicional de un mol de ATP por mol de amonio
asimilado. Este gasto de energia se compensa por el hechc de que la GS tiene una
mayor afinidad por el amonio que la que tiene GDH; y por tanto permite al organismo
asimilar el amonio aln cuando éste se encuentra en bajas concentraciones.

GOGAT fue descubierta por primera vez en cultives limitados de amonio de
Klebsiella aerogenes "*?, pero ahora se sabe que esta presente en varias bacterias.

La posicion de la glutamina como un intermediario en la via GS/GOGAT, es de
particular importancia dado que el grupo amido de la glutamina puede servir como
donador de nitrégeno, no sélo para el 2-oxoglutarato sino también en |a biosintesis de
carbamil fosfato, glucosamina-6-fosfato, asparagina, histidina, ° triptofano, p-
aminobenzoato, AMP, CTP y NAD. ¥

Por tanto para .un organismo que utiliza la via GS/GOGAT, el amonio es
asimilado primeramente en la glutamina; colocando a la GS en una posicién Gnica en el
metabolismo nitrogenado. No es sorprendente, entonces, que la GS esté sujeta a un
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control tanto en su sintesis como en su actividad. Los mecanismos de los procesos de
control varfan en complejidad dependiendo del organismo que se trate.

En vida libre Rhizobium presenta una actividad de la glutamato deshidrogenasa
muy baja o no detectable, de tal manera que el amonio es asimilado por la via
GS/GOGAT para sintetizar los aminoacidos glutamina y glutamato.

Rhizobium presenta dos glutamino sintetasa las cuales tienen propiedades
fisicas y catallticas diferentes."® GS! es semejante a la enzima encontrada en E. col,
con una estructura oligomérica de doce subunldades, termoestable, regulado post-
transcripcionalmente a nivel de adenilacion,'2447%

Por otro lado GSli es de menor peso molecular, es termoldbil y estd compuesta
por ocho subunidades. La actividad de GSlI esta regulada transcripcionalmente por el
sistema regulador nitrogenado Ntr dependiendo de la condicién nitrogenada,'43"70%.129

Recientemente se ha encontrado en Rhizobium meliloti y leguminosarum un
locus llamado ginT que no hibridiza con el gene que cadifica para GS! ni con el gene
de GSil, por lo que a la enzima producto de este locus se le ha denominado GSIIL.®?

En Rhizobium elli 1a actividad de glutamato sintasa requiere como cofactor al
NADPH, se reprime por glutamato y se inhibe por acidos orgéanicos. La actividad mas
alta se encuentra durante la fase exponencial de crecimiento, cuando Rhizobium elli
utiliza amonio como fuente de nitrégeno, ¢ nitrato 6 glutamina; y durante la fase
estacionaria se mantiene alta y constante. En cambio cuando utiliza glutamato como
fuente de nitrégeno, la actividad de esta enzima es baja. La actividad de la glutamato
sintasa se encuentra cuatro veces mas alta cuando Rhizobium etli utiliza succinato
como fuente de carbono comparado cuando utiliza glucosa 6 fructuosa en un extracto
sin dializar; en un extracto dializado la actividad es similar en estas condiciones, por lo
que se propone un efecto inhibitorio de metabolitos. ¥

6. CRECIMIENTO CON AMINOACIDOS.

Los aminodcidos y péptidos de bajo peso molecular producidos por las
proteasas, pueden ser asimilados y utilizados activamente por varios microorganismos
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para su crecimiento. Algunos aminodcidos estdn tan estrechamente relacionados a los
intermediarios centrales del metabolismo celular que su degradacion es muy sencilla.
En la mayoria de los casos el aminoacido es convertido a su correspondienie

cetodcido.®
glutamatoe —— 2-oxoglutarato
aspartato —— oxalacetato
alanina —— piruvato
valina —— 2-oxoisovalerato
leucina —— 2-oxoisocaproato
isoleucina — 2-oxo-3-metilvalerato

La desaminacion oxidativa puede llevarse a cabo de acuerdo a los siguientes

mecanismos:
(a.) Oxidacion por oxidasas ligadas a citocromo.

R-CH-COOH + % O, —— R-CO-COOH + NH,
NH,

Varias bacterias contienen oxidasas de L-aminodcidos y D-aminodcidos. Estas
ultimas son importantes debido a la presencia de algunos D-aminoacidos en algunos
polimeros (por ejemplo, peptidoglicanos), y por que trabajan junto con las racemasas,
las cuales catalizan la conversion de D-aminoacidos a L-aminoacidos. Las oxidasas
son flavoproteinas que proveen de electrones a la cadena respiratoria. Son
relativamente inespecificas, por lo que una oxidasa en particular puede unir a 10

aminodcidos diferentes.
(b.) Oxidacion por deshidrogenasa ligadas a NAD(P)'.

R-CH-COOH + NAD(P) + H;0 «—— R-CO-COOH + NAD(P)H + NHs
NH;
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La alanino deshidrogenasa aparece en varios bacilos y clostridios. La glutamato
deshidrogenasa es muy dispersa entre las bacterias y cataliza la reaccién analoga con
el glutamato como sustrato.

{c.) Transaminacion con piruvato 6 2-oxoglutarato como aceptor del grupo amino y
subsecuente regeneracion del aceptor por deshidrogenacion (como en b).

ro N
HC—NH, + (T‘z _— (,I*,=o +  HC—NH;
&OOH COOH COOH COOH

t alanino deshidrogenasa J

Las transaminasas son enzimas bastante estudiadas, ias reacciones que
catalizan son totalmente reversibles y su mecanismo de accién es ya conocido. Los
productos de algunas transaminasas como 2-oxoglutarato, oxaloacetato y piruvato ,
son facilmente mansjados por ia célula bacteriana. Sin embargo, se requieren rutas
especificas para canalizar cetoacidos como el 2-oxoisovalerato ¢ el 2-oxoisocaproato,
hacia el metabolismo intermediario. Las rutas encontradas en bacterias son las mismas
que se hallan en animales, y conducen a la formacion de acetii-CoA y propionil-CoA.

Otra reaccidn utilizada en la asimilacion de aminoacidos es la desaminacion .
Esta reaccion con serina y treonina produce piruvato y 2-oxobutirato respectivamente.
El 2-oxobutirato puede ser oxidado por un complejo muitisnzimatico parecido al
complejo de la piruvato deshidragenasa, para producir propionil-CoA.

%Hz- H-COOH ———— CH;-CO-COOH + NH,
H NH;

La reaccion empieza por la remacion de agua de la molécula.
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6.1. Asimilacién y Degradacién de la Glutamina.

La glutamina funciona en la asimilacién, almacenamiento y formacién de amonio,
en e} control homoestatico del balance de aminodcidos, en la sintesis de los residuos
de purina y pirimidina de los dcidos nucleicos, ATP y otro nucleétidos, en la formacién
de aminoazicares y en la biosintesis de varios aminoacidos y otros compuestos de
importancia biolégica. ®

La funcién bioldgica de la glutamina varia dependiendo del tejido 6 célula de que
se trate, Por ejemplo, en el riAdn la glutamina es la mayor fuente de energia y de
amonio urinario.® E| papel de la glutamina en el cerebro, parece relacionarse con la
funcién sindptica del glutamato y del y-aminobutirato. En ciertas plantas, la glutamina
es el mayor almacén de nitrégeno, y en varios microorganismos la glutamina funciona
como un intermediario esencial en la asimilacién de amanio.

En el caso particular de la asimilacién de glutamina, existen reacciones en las
que se utiliza en grupo a-amino de la glutamina que son de importancia fisiolégica y
metabdlica. Este tipo de reacciones son catalizadas por las enzimas acopladas
fisiolégicamente transaminasa de glutamina y a-cetoacido-w-amidasa, ?5%7:28%4

Existen varias transaminasas de glutamina que presentan gran afinidad por
glutamina y ciertos o-cetoacidos. Las transaminasas de glutamato-aspartato y
glutamato-alanina no actiian sobre la glutamina en niveles aceptables, al igual que
otras transamininas de o-cetoglutarato y aminoacidos.

Las reacciones de transaminacién de glutamina, al igual que otras reacciones de
transaminacién, son totalmente reversibles. Pero a diferencia de la reaccién de la
transaminasa de glutamato-aspartato, la transaminasa de glutamina cataliza
reacciones que proceden bajo condiciones fisioldgicas en la degradacién de la
glutamina, mas que en su sintesis. '

La concentracién de estado estacionario del o-cetoglutaramato en tejidos de
mamifero es relativamente baja,“” y en la presencia de la o-cetoacido-w-amidasa, la
forma de cadena abierta del a-cetoglutaramato, sufre una rapida reaccién de

desamidacién produciendo o-cetoglutarato. Por lo tanto, la transaminacién de
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glutamina es esencialmente irreversible in vivo, por consiguiente su papel metabdlico
debe estar asociado con la utilizacién de glutamina, formacién de amonio y la
utilizaciéon de ciertos a-cetoacidos para la sintesis de los correspondientes
aminoécidos.

La idea mas aceptable concerniente al papel fisiologico de la transaminasa de
glutamina es que funciona para la conversién de a-cetoacidos en aminoacidos.

En Rhizobium etli, se ha demostrado la actividad de transaminasa entre la
glutamina y o-cetodcidos (glioxilato y piruvato como sustratos preferenciales), para
conducir a la formacién de glicina, alanina y a-cetoglutaramato. La actividad enzimatica
de la w-amidasa, acoplada a la transaminasa de glutamina produce una irreversibilidad
en el sistema en direccion de la utilizacion de la glutamina. Se ha sugerido que en
Rhizobium etli |la transaminasa de glutamina puede tener un papel en la sintesis
irreversible de glicina y alanina y otros aminoacidos, y que la transaminacion de estos
aminodcidos puede contribuir a la sintesis de otros aminodcidos para asi conservar el
balance de aminoacidos y la pérdida de esqueletos de carbono.“!

La via de la transaminasa de glutamina y la w-amidasa, han sido reportadas
también en Neurospora crassa como la via que preferencialmente degrada glutamina,
debido a que en este hongo no se detectd la actividad de glutaminasa.!'*2°2"

En Saccharomices cerevisiae también se ha estudiado ésta via. La transaminasa
de glutamina fue incrementada en la presencia de glutamina y disminuida en presencia
de lisina o glicina; esto sugiere que la glicina puede ser sintetizada por ésta via, y que
la glutamina modula positivamente su actividad."*

Por otro lado, existe un grupo bastante heterogéneo de reacciones enzimaticas
en las cuales el grupo amido de la glutamina se utiliza directamente, dando como
producto al glutamato. Estas reacciones son catalizadas por las amidotransferasas de
glutamina, de las que han sido identificadas trece actividades cataliticas.!'**

Las amidotransferasas de glutamina estan involucradas en la biosintesis tanto
de las anillos de purina como de pirimidina y en la introduccién dentro de estos anillo
de ciertos grupos amino. Las amidotransferasas también catalizan reacciones que
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conducen a la sintesis de varios aminodcidos, incluyendo: asparagina, arginina,
triptofano, histidina y p-aminobenzoato y (en bacterias) de glutamato (glutamato
sintasa).

La glutamato sintasa es una transamidasa que cataliza la transamidacion
reductiva de la glutamina con el a-cetoglutarato para dar dos molécuals de glutamato.
Esta enzima sdlo se encuentra en microorganismos y plantas.®*®'% La funcién de
ésta enzima ha sido asociada principalmente para la asimilacién de amonio.

Otra posibilidad en’ la degradacion de glutamina, es la actividad de
glutaminasas, que son enzimas que catalizan la desamidacién hidrolitica de la
glutamina dando como productos glutamato y amonio, Estas enzimas se han
encontrada en animales, plantas, bacterias y levaduras. En E. coli, se han descrito dos
glutaminasas intracelulares, a las que se les han atribuido funciones regulatorias. La
glutaminasa A, descrita por primera vez por Meister, et. al.® funciona optimamente a
pH 5 y se induce cuando las reservas de energias disminuyen, tal como sucede hacia
el final de un rapido crecimiento. Hartam,®” postula que por el agotamiento de la
glutamina bajo éstas circunstancias, la enzima inacliva las principales vias
biosintéticas, y por tanto se canserva energia.

A la glutaminasa B (pH dptimo de 7), en colaboracidn can la glutamino sintetasa,
se le atribuye ia funcion de mantener el balance entre glutamina y glutamato, que evite
un disminucién letal de ATP cuando la bacteria pase rapidamente de una condicién
limitada de amonio y a una abundancia de este i6n."®

Saccharomices cerevisiae, tamblén tiene dos isoenzimas: una periplasmica. la
glutaminasa A, y una citopldsmica, la glutaminasa B. Estas isoenzimas se distinguen
por su termoestabilidad, su sensibilidad a piruvato y por su pH 6ptimo.""*

En Badillus licheniformis se ha reportado la actividad de la glutaminasa y se
sugiere la existencia de dos isoenzimas, una con un pH dptimo de 7, y ofra de 9. ">

Se ha demostrado también la actividad de glutaminasa en Rhizobium etli. Esta
actividad es positivamente regulada por su sustrato y negativamente por amonio y por
la fuente de carbono “¥. Asi mismo, ésta enzima ha sido reportada en bactercides de
Rhizobium tupini.®**
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Se ha observado que cuando Rhizobium etli crece por 12 horas en glutamina
como fuente de carbono y nitrégeno excreta mayor cantidad de amonio (0.7 mM) que
cuando crece en glutamina més succinato (0.06 mM). Dado que la actividad de GSl y
GSll en Ia segunda condicién de crecimiento es dos veces mayor que en la primera, y
por el hecho de que cuando se mide la excrecion de amonio en glutamina mas
succinato mas MS (L-metionina-D,L-sulfoximina), un inhibidor de GS, se encuentra que
Rhizobium etli excreta seis veces mas amonio que en glutamina mas succinato; se ha
propuesto que cuando Rhizobium efli crece en glutamina més succinato, el amonio
liberado de la glutamina es asimiliado por GS, dando lugar a la operacién de un ciclo
de glutamina que consume ATP. En condiciones de crecimiento en glutamina como
fuente de carbono el ciclo de glutamina opera a una velocidad menor, permitiendo asf
el uso de la glutamina como fuente de carbono para el crecimiento.“?

La importancia de la operacion de un ciclo de glutamina estd en regular su
concentracién, ya que el recambio entre glutamina y glutamato es una manera de
regular rapidamente su concentracién intracelular, y esta a su vez regularia las
actividades de sintesis y de degradacién del nitrégeno celular. Es decir, participar en el
balance interno de los compuestos nitrogenados.

Este balance depende en gran medida del abastecimiento energético, asi como
de los nutrimentos disponibles; por lo que también se le han asociado a este ciclo
funciones en la disipacién de energia y en la utilizacién de esqueletos carbonados a
partir de compuestos nitrogenados.

El trabajo realizado con la mutante LM16,“” ha permitido conocer mas acerca de
las funciones de la glutaminasa en Rhizobium elli.

La mutante LM16 es incapaz de crecer en glutamina como fuente de carbono y
nitrégeno, pero es capaz de crecer igual que la cepa silvestre en otros medios. Estos
resultados indican que la mutante LM16 transporta glutamina puesto que utiliza este
aminoacido como fuente de nitrégeno y no esta afectada en la utilizacién de otros
aminodcidos como fuente de carbono; por lo tanto la alteracién debe encontrarse en la
degradacion de glutamina a glutamato.
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Se encontré que en comparacién con la cepa silvestre, la mutante tiene niveles
muy bajos en la actividad de giutaminasa en diferentes condiciones de crecimiento,
siendo cerca de diez veces menos en glutamina, con 6 sin succinato, y de cinco veces
menos en amonio mas succinico.

La cuantificacidén de las pozas intracelulares de glutamina y glutamato en ésta
mutante en diferentes condiciones de crecimiento indican que, en comparacién con la
cepa silvestre, la mutante LM16 contiene mayores cantidades de giutamina y menores
de glutamato. Puesto que la actividad de GSI y GSll son equivalentes tanto en la
mutante como en Ia cepa silvestre, estos resuitados indican que el principal papel de la
glutaminasa de Rhizobium efli, es degradar glutamina cuando éste aminodcido es
usado como fuente de carbono y nitrégeno, y también para mantener un balance
Optimo entre glutamina y glutamato.

As[ mismo, se ha encontrado que la mutante LM16 excreta menores cantidades
de amonio que la cepa silvestre, cuando estas crecen en glutamina con 6 sin
succinato. La excrecidn es mucho menor cuando la glutamina es la fuente de carbono y
nitrégeno.

El desprendimiento de '“CO, a partir de [U-'‘C]glutamina muestra que la
glutaminasa participa en la utilizacién de este aminoacido como fuente de carbono,
dado que la mutante LM16 desprende dos veces menos '“CO, que la cepa silvestre
cuando se utiliza glutamina como fuente de carbono y nitrdgeno, y en cambio se liberan
cantidades similares en ambas, cuando el succinico es Ia fuente de carbono.

El hecho de que la mutante LM16 mantenga un desprendimmiento de “CO,
residual, pone de manifiesto la posibilidad de degradar la glutamina mediante la
participacion de otras vias.

Los bacteroides de la mutante LM16 también acumulan glutamina y ia poza de
glutamato es baja, demostrando que la glutaminasa es activa en bacteroides. Por otro
lado, el fenotipo simbiético de la mutante es igual al mostrado por la cepa silvestre.
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OBJETIVO E HIPOTESIS

Este trabajo forma parte de un proyecto general sobre las vias que participan en
la asimilacién de glutamina, su regulacién y el reciclaje de este aminoacido en
Rhizobium etli; tanto en vida libre como en simbiosis con Phaseolus vulgaris, asi como
la relacién que existe entre la asimilacién de giutamina y la fijacién de nitrégena por la
bacteria.

El objetivo de este trabajo es obtener y caraclerizar revertantes y/o
pseudorevertantes de la gmtante LM16 de Rhizobium etli, 1as cuales sean capaces de
crecer en un medio minimo suplementado con glutamina como fuente de carbono y
nitrdgeno. Con lo cual se pretende conocer si existe alguna via metabdlica que pueda
compensar la falta de glutaminasa, a través de la obtencién de revertantes y/o
pseudorevertantes de esta mutante.

La mutante LM16 de Rhizobium etli, fue abtenida con un transposén (Tn5-mob) y
seleccionada por su incapacidad para crecer en un medio minimo con glutamina como
fuente de carbono y nitrégeno. La actividad de glutaminasa de esta mutante es baja y
constante en varias condiciones de crecimiento.

Es decir, bajo la hipétesis de que si la glutaminasa es la principal via de
degradacién de glutamina en Rhizobium etli, la caracterizacién de la revertante ylo
pseudorevertante permitira evidenciar la compensacion de la degradacién de glutamina
por alguna otra via metabdlica, 6 también por alguna isoenzima de glutaminasa, 6 aun
por |a propia glutaminasa afectada en la mutante LM16.

En este caso el fenotipo a recuperar es la capacidad de la bacteria para crecer
en un medio minimo suplementado con glutamina, de modo que la bacleria pueda
utilizar éste aminodcido como fuente de carbono y nitrégeno.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas.

Se utilizaron las cepas silvestre CE3-R28 de Rhizobium etli, resistente a acido
Nalidixico (Nal) y Estreptomicina (Sm), a'nteriormente clasificada como Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli ¥

Ademds se utiliz6 la cepa mutante LM16 de Rhizobium etli. con resitencia a
acido Nalidixico y a Kanamicina (Km), que fue obtenida en este laboratorio por
tratamiento mutagénico con transposon Tn-5 mob; el cual confiere resistencia a
kanamicina, y fue seleccionada por su incapacidad para crecer en un medio minimo
con glutamina como fuente de carbono y nitrégeno.

También se utilizd la cepa LM16 complementada con el plasmido pCD24; el cual
restaura la actividad de glutaminasa en la mutante y confiere resistencia a Tetraciclina.
Esta cepa se ha denominado LM16pCD24 y es resistente a Kanamicina y Tetraciclina.

La cepa CE3pCD24 se refiere a la cepa silvestre de Rhizobium etli con el
plasmido pCD24. Igualmente fueron utilizadas la cepa silvestre de Rhizobium meliloti
Rm1021 resistente a Streptomicina, y la cepa RmpCD24 correspondiente a la cepa
silvestre de Rhizobium meliloti con el plasmido pCD24.

2. Medlos de Cultivo.

Medio Rico PY (Peptone-Yeast).

Composicién: Extracto de levadura 0.3%
Peptona de Caseina 0.5%
CaCl,’ 7.0mM
Antibiéticos.”

Medio Rico LB. (Luria-Bertani Broth)
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Composicién: Extracto de levadura 0.5%
Paptona de Caseina 1.0%
NaCl 1.0%

En ambos casos, si el medio es sélido se agrega agar al 1.5%.
* El cloruro de calcio se agrega de una solucién 0.7M, esterilizada por separado. Se
agrega 1 ml de la solucion concentrada por cada 100 ml de medio PY.
** Los antibidticos se esterilizan por filtracién a una concentracién 1000 veces la final.
Se agregan cuando el medio esté tibio. La concentracién final de los antibiéticos
usados es: dcido Nalidixico 20 ug/ml, Kanamicina 30 ug/ml, Estreptomicina 200 pg/mi,

Tetraciclina 10 ug/mil.

Medio minimo (M.m) para Rhizobium etli.

Composicion: KH.PO, 1.2mM
MgSO, 0.8mM
FeCly 0.03mM
CaCl; 1.5mM

Fuente de carbono 10 mM
Fuente de nitrégeno10 mM

Si se trata de medio sélido, se agrega agar al 1.5 %.

El medio salino se prepara a partir de soluciones concentradas 100 veces la
final, de KH,PO, y MgS0O, respectivamente, con el pH ajustado a 6.8. Se esteriliza en
autoclave por 25 minutos. El FeCls se esteriliza por filtracion en una solucién con 10°
veces |a concentracién final y se agrega al medio salino ya estéril en proporcién de 0.1
ml por cada 100 ml de M.m. El CaCl; se esteriliza por separado en una solucién con
100 veces la concentracion final y se agrega al medio estéril en proporcién de 1 ml por
cada 100ml de M.m. |

La fuente de carbono utilizada es succinico, éste se puede agregar al medio
salino antes de esterilizar, a partir de una solucién con 100 veces la concentracion final
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y a un pH de 6.8. La fuente de nitrégeno es glutamina, que se esteriliza por filtracion de
una solucién 25 mM, y se agragan 4 m| por cada 100 ml de M.m. Esta solucién no
puede almacenarse por mas de 24 horas ya que sufre hidrdlisis. En el caso de que se
utilice glutamina como fuente de carbono y nitrégeno, se omite el succinico del M.m.
Puede usarse también cloruro de amonio como fuente de nitrégeno.

Una vez que el medio salino se ha esterilizado, se espera a que enfrie a
temperatura ambiente; para entonces agregar el resto de componentes en las
cantidades indicadas, poco antes de inocular el M.m ya complementado.

3, Condiciones de Crecimlento

Medio liquido:

100 m| en erlenmeyer de 250 ml
250 ml en erlenmeyer de 500 ml.
Temperatura de 30°C.

Agitacion constante de 200 rpm

Medio sélido:

Se preparan 300 ml de medio sélido en erlenmeyer de 500 ml, el medio fundido
se vierte en cajas petri sobre las que se crece |la cepa correspondiente. Mismas
condiciones de temperatura

4, Cinética de Crecimiento.

El crecimiento bacteriano se sigue por densidad optica (D.O) a 540 nm de
longitud de onda y por cantidad de proteina por el método de Lowry. E! procedimiento
es el siguiente:

*La cepa es recuperada en medio PY sdlido con los antibidticos correspondientes en
caja petri, que se incuba invertida por 2 a 3 dias.
* De esta caja se inoculan 100 ml de PY liquido, que se incuban por 16 a 18 horas.
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«El medio PY se centrifuga a 10* rpm por 10 minutos, se elimina el sobrenadante y se
resuspende en sedimento celular con 50 ml de medio salino ésteril para lavar.

«Se centrifuga nuevamente y se elimina el sobrenadante. el sedimento se resuspende
en un volumen pequeo de medio salino, 10 ml aproximadamente.

+El M.m se incocula a una densidad 6ptica (D.O) de 0.05 a partir de la suspensién
concentrada; para lo cual se utiliza la ley de Lambert-Beer para calcular el volumen
de la suspensién concentrada necesarios para tener la D.O deseada en el volumen
final; esto es:

V= (Vi *0.05)(50+D.0)

donde V es el volumen para inocular, Vaa el volumen de M.m a inocular, y D.O es la
densidad dptica de una dilucién de 50 veces de la suspension concentrada. La D.O
se determina a 540 nm contra un blanco de agua.

» A los diferentes tiempos se toma 1 ml de muestra para leer D.O y 1 ml para
determinar proteina. Los tiempos son: 0, 4, 8, 12 y 24 horas.

Para determinar |la protefna de la muestra se sigue el procedimiento siguiente:

«Las muestras colectadas en eppendorf se centrifugan por 2 minutos a 10* rpm en
microfuga, se elimina el sobrenadante y se resuspende en 0.5 ml de &cido
tricloroécetico (TCA) al 5%. El total de muestras colectadas se dejan reposar para
después:

» Centrifugar en microfuga, eliminar el sobrenadante totaimente.

*Resuspender en 0.2 ml de sosa 0.4 N. Tomar 40 pl de esta solucion, mas 160 pl de

agua; y con la solucién resultante determinar proteina por el método de Lowry (micro).

5. Determinacién de Proteina. (Lowry).

Reactivos:
Solucién A: NaOH 01N
Na,CO, 2.0%
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Solucién B: Tartrato de sodio y potasio
KNaC4H405 20%

Solucién C:  CuS0+5H,0 1.0%

Reactivo de Fenol (Folin-Ciocalteu)
Estandar comercial de Sigma Chemical Company.

Estandar de albumina sérica bovina: 400 pg/ml

Se prepara una solucién ABC poco antes de utilizarse en el 6rden y con las
proporciones siguientes; 98% de solucién A, 1% de solucidn B, y 1% de solucidn C.
Igualmente se prepara una dilucién 1:2 del reactivo de Folin.

Lowry (micro).

» Muestra de 200 pl que contiene la proteina.

«Agregar 1 ml de solucién ABC, agitar y dejar reposar por 10 minutos a temperatura
ambiente.

«Agregar 0.1 ml de la dilucién de Folin, agitar y reposar 20 a 25 minutos a temperatura
ambiente.

+ Leer D.O a 625 nm contra el blanco respectivo.

Blanco; 200 pl de agua

Estandar: 100 pl de estandar de albumina, mas 100 pl de agua.

Lowry (macro).

» Muestra de 1 ml que contiene la proteina.

» 5 ml de solucién ABC.

+ 0.5 ml de la dilucién de Folin,

Blanco: 1 ml de agua.

Estandar: 0.5 ml de estandar de albumina, més 0.5 ml de agua.
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6. Obtencion de Extractos Celulares.

« Centrifugar 250 ml de M.m crecido, a 10* rpm por 10 minutos.

« Eliminar el sobrenadante totalmente.

»Suspender el sedimento en 0.5 a 1.0 ml de amortiguador de extraccién de la enzima.
(para glutaminasa es amortiguador de KH,PO, 0.1 M, pH=8.0).

» Transferir |a suspensién a un vial en bafio de hielo,

+ Romper células por sonicacién 2 minutos (conservar en bafio de hielo).

» Centrifugar en microfuga por 2 minutos.

+» Recuperar el sobrenadante (extracto).

7. Actividad de Glutaminasa.

La actividad enzimatica se determina por la cuantificacién espectrofotométrica
del amonio, segun la reaccién catalizada de Indofenol *®

Obtencidn del Extracto.

Se sigue el procedimiento descrito en el apartado anterior.

Reaccién de Glutaminasa:

La reaccidn de glutaminasa se hace con 50 pl del extracto mas 200 pl de
solucién 10 mM de glutamina en amortiguador de KH,PO,4 0.1 M, pH=8.0. Se corre la
reaccion por la adicién del extracto, para cada uno de los siguientes tiempos: 0, 15, 30
y 60 minutos de incubacién a 37°C. La reaccién se detiene con 0.25 ml de TCA (acido
tricloroacético) al 1.5%.

Nota: Para cada una de éstas reacciones se corre un blanco, en el que se elimina la
giutamina del medio de reaccion; de modo de poder cuantificar solo la produccién de
amonio debido a la hidrdlisis enzimatica de glutamina.

Desarrollo de Color (Reaccién de Indofenol).
Reactivos:
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Solucién i:  Fenol 10 g/l
Nitropusiato de sodio 0.05 git

Soluciéon ii: NaOH 5 gl
Hipoclorito de sodio 0.42 g/l

La mezcla de reaccién y los blancos respectivos se centrifugan 2 minutos en
microfuga. Del sobrenadante se toman 20 i que se agregan a 180 ul de agua. Para
desarrollar color, a esta dilucidon se le agregan 1 mi de solucién | y después 1 mi de
solucion Il, en este orden. Reposar por aproximadamente 30 minutos. Leer D.O a 625
nm.

Bianca: 200 il de agua
Estandar: 20 ul de NH,Cl 2 mM, mas 180 pi de agua.

8. Obtencion de Revertantes.

En la obtencion de revertantes se procede a someter a un proceso de
mutagénesis a una poblacidn de la cepa LM16, de la cual se seleccionan aquellas
colonias que por alguna alteracidn genética ahora sean capaces de crecer en un medio
minimo suplementado con glutamina como fuente de carbono y nitrégeno. La seleccién
se realiza depositando y extendiendo homogeneamente sobre la superficie de [a placa
de agar diferentes cantidades de células en un médio minimo sélido con glutamina,y se
recuperan aquellas colonias que aparezcan en éste medio, (ésta técnica de siembra se
conoce en la jerga de laboratorio como plaquear),

Los procedimientos para mutagenizar son por mutagénesis espontdnea y por
mutagénesis inducida.

Mutagénesis Espontanea.
+Se obtiene una suspensién concentrada de células en medio salino, obtenidas a partir
de un crecimiento en 100 m! de medio PY(Nal,Km) por 16 a 18 horas.
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+De esta suspensién se hace una dilucién 1:100 para leer D.O a 540 nm, para asi
conocer la concentracién aproximada de células por mililitro, segln el factor de (7 x
10® cel/ml : 1 ) = (Concentracién : D.O).

»Conociendo la concentracion de células en la suspensién concentrada, se calcula el
volumen necesario para tomar 10" células.

+De la suspensién concentrada se hacen diluciones sucesivas de 1:10, de modo que
de cada una de ellas pueda tomarse el mismo volumen para contener 10°, 10%, 10" y
10° células respectivamente.

» Estos volumenes son plaqueados en sendas cajas petri con el medio minimo
selectivo. Se usaron dos medios: medio minimo de glutamina y medio minimo de
glutamina mas Biotina*,

* Las cajas se dejan en incubacién hasta que aparezcan colonias aisladas.

* Se utiliza biotina en concentracién de 1 ug/ml, la razén de ello es que en éste
laboratorio se ha observado que la Biotina evidencia el crecimiento de la bacteria en
medio sélido.

Mutagénesis Inducida.

A efecto de aumentar la probabilidad de obtener revertantes, se utiliza
nitrosoguanidina (NG) como agente mutagénico quimico.

Previamente a la mutagénesis se hace necesario determinar el tiempo ptimo de
exposicion de una poblacién a una cierta cantidad de mutdgeno por medio de una
curva de viabilidad.

Curva de Viabilidad.

Lo siguiente es una modificacién del método que se describe por Miller®®
+ Inocular 30 ml de PY en erlenmeyer de 125 ml a D.O de 0.1, incubar por 5 horas.
+Centrifugar el medio PY por 10 minutos a 10* rpm, hacer dos lavados resuspendiendo

en 30 ml de amortiguador citrato de sodio 0.1 M, pH=5.5.
* Resuspender en 8 ml de amortiguador citrato. Tomar ocho muestras de 1 ml y
colocarlas en eppendorf a temperatura constante de 30°C.
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+Agregar a cada muestra 0.05 ml de solucién de NG ( 2 mg/ ml en amortiguador de
citrato)

+Se detiene el tiempo de exposicién centrifugando a los tiempos 5, 10, 30, 45, 66, 90
minutos respectivamente cada una de las muestras. Para el tiempo cero, no se le
agrega mutageno.

+ Eliminar el sobrenadante y lavar una vez con 1 mi de amortiguador KH,PO, 0.1 M,
pH=7.0.

« Resuspender en 1 mi de amortiguador KH;P0Q, 0.1 M, pH=7.0.

+De esta suspension se hacen diluciones sucesivas del orden 10°, 10% 10°, 10 y 10°
de cada una de estas diluciones se plaquea 0.1 m! sobre medio PY(Nal,Km) sélido en
sendas cajas petri.

«Las cajas se incuban a 30°C por aproximadamente tres dias, se espera la aparicion
de colonias aisladas en menor cantidad conforme sea mayor el tiempo de exposicién
al mutégeno.

Mutagénaesis con NG.

E! procedimiento es el mismo a el inmediato anterior descrito, hasta e! paso tres,
en el que se toman dos muestras de 1 ml. A sélo una de las muestras se le agrega el
mutageno, y ambas se incuban a 30°C por 25 minutos.

Al cabo de este tiempo se lava y resuspende en 1 ml de amortiguador de
fosfatos como ya se indicd, Estas muestras se vierten en sendos medios PY(Nal,Km)
de 100 ml y se dejan en incubacién por 16 a 18 horas.

Trancurrido e tiempo de incubacidn, se centrifuga el medio PY(Nal,Km), y se
lava con medio salino. Se centrifuga y se resuspende. Con esta (itima suspension
concentrada se inoculan 250 m! de M.m glutamina més biotina més Nal y Km, a una
D.0 de 0.05 (enriquecimiento). Se dejan en incubacion hasta que aparezcan muestras
de crecimiento. Una vez lo cual, se centrifuga el M.m y se resuspende en poco volumen
de medio salino. Se determina la concentracion de células en esta suspensién segun el
factor conocido de Concentracién:D.O,

De esta suspensién concentrada se hacen diluciones sucesivas 1:10 para
plaquear un volumen que contenga 10", 10°, 10, 10" y 10° células. Cada uno de este



42

nimero de células se plaquea en una caja petri con M.m selectivo de glutamina y
glutamina més biotina. Las cajas se dejan en incubacién hasta la aparicién de colonias
aisladas.

9. Termoestabilidad de Glutaminasa.

« Obtener el extracto del M.m crecido, como se ha descrito anteriormente.

« El extracto se pone a temperatura constante de 50°C

+Se toma una alicuota de 200 pi a los tiempos 2, 5, 10, 15, 30 y €0 minutos. (El tiempo
cero se toma antes de poner el extracto a 50°C).

+ Cada una de las alicuotas se colectan y se conservan en bailo de hielo.

« Estas muestras se centrifugan y se recupera el sobrenadante.

+De cada una de estas fracciones se determina actividad de glutaminasa a los 0, 15,
30 y 60 minutos de reaccion. Nota: el ensayo de glutaminasa se hacen con cinco
veces menos las cantidades sefialadas en el apartado correspondiente (ensayo
micro). Pero el desarrollo de color se hace en igual forma.

« Se gréafica porciento de actividad del extracto contra tiempo de incubacion a 50°C.

En este ensayo se utilizaron las cepas CE3-R28, LM16 y la revertante SL3
crecidas en M.m glutamina mas succinico. Se inocularon dos medios de 250 ml para
cada una de las cepas. La biomasa resultante de los 500 ml son resuspendidos con 2
mi de amortiguador de extraccion de glutaminasa.

10. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida.

Soluciones empleadas:
- Acrilamida 30% p/v
- Bisacrilamida 0.8% plv
Ambas se guardan en frasco ambar en refrigeracion.
- Amortiguador Tris-base 2 M, pH = 8.8 (ajustado con HCI concentrado)
* Persulfato de amonio 10%. (0.05 gr/0.5ml, se prepara poco antes de usarse)
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- Temed (estandar comercial Sigma Chemical Company.)

- Azul de Bromofenol. Glicerol al 10% en Tris-base 0.4 M, pH = 8.8, mas una

pisca de azul de bromofenol.

- Amortiguador de corrida; 0.1 M Tris-base, 0.77 M glicina. Se prepara con
anterioridad y se conserva en refirigeracion. Al momento de usarse se diluye cinco
veces con agua desionizada, para llenar la camara de electroforésis.

Preparacién del Gel.
El gel se prepara de 1.5 mm de grosor, con los volumenes siguientes de las
soluciones mencionadas

Gel superior Gel inferior
Acrilamida 30% 2ml 8 ml
Bisacrilamida 0.8% 1 ml 10ml
Tris-base 2 M 0.65ml 6 ml
Agua 10ml 6 mi
Persulfato 10% 50l 40l
Temed 40l 30 ul

El gel se prepara mezclando las soluciones, agregando al final el persuifato y el
Temed. Se homogeniza la mezcla y se vierte con pipeta en el espacio del grosor
mencionado entre dos vidrios. Se agrega al final un poco de agua a lo largo de la parte
superior del gel para facilitar la polimerizacion,

Se esperan aproximadamente treinta minutos para que gelifique, esto puede
notarse por la diferencia de difraccion entre el gel y la parte no gelificada, que se retira.
Sobre este gel, se vierte la mezcla para el gel superior que se prepara de igual forma,
El peine para formar los pozos, se coloca antes de que el gel superior gelifique. Una
vez gelificado se retira, cuidando de no romper los pozos. Estos son lavados con agua
desionizada varias veces y se secan introduciendo una pequeia tira de papel filtro.

Previamente a cargar el gel con las muestras, este se precorre a temperatura de
4°C con amperaje constante de 15 mA durante 6 a 8 horas.

Las muestras se cargan al gel con ¥ de su volumen de solucién de bromofenol.
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Las condiciones de electroforésis son: voltaje constante de 40 mV durante el gel
superior y de 80 mV durante el gel inferior. Se corre el gel por un lapso aproximado de
12 a 14 horas a temperatura de 4°C.

11. Actividad de Glutamlnasa en Gel de Poliacrilamida.

El método que se describe a continuacién es para revelar en un gel de
poliacrilamida, posterior a la electroforésis del mismo, bandas asaciadas a la actividad
de glutaminasa. €l método ha sido descrito y utilizado previamente para la glutaminasa
de E.coli ®, y para la glutaminasa de higado y rifion de mamiferos

El procedimiento es el siguiente:

Una vez terminada la electroforésis, el gel se retira'de la camara y se separa de
uno de los vidrios. Se lava en frio con aproximadamente 500 ml de amortiguador
KH2PO, 0.1 M, pH=8.0, dos veces por 15 minutos. 4

La mezcla de reaccién para revelar se prepara de la siguiente manera: se pesan
las cantidades sertaladas de los siguientes reactivos:

L-glutamina 012 gr
NAD* 0.08 gr
NBT 0.008 gr
PBS 0.003 gr

se colocan en un vaso de precipitado de 50 ml aislado de la luz y se conservan en
refrigeracion hasta poco antes de ser utilizados.

NAD®. Nicatin Adenin Dinucleotido.

NBT. Nitro Blue Tetrazolium.

PBS. Phenazine methosuilfate,

Los reactivos son disueltas con 20 ml de amortiguador fosfatos KH;PO,
0.1M,.pH=8.0, y entonces se agregan 75 ul de¢ un estandar comercial de GDH
(especificaciones: 14 mg prot/ml, 53 unidades/mg)

Esta solucion se diluye a su vez con 20 mi de solucién de agarosa al 2% plv en
amortiguador fosfatos. (Nota; la solucion de agarosa debe calentarse hasta la
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disolucién total y esperar a que tenga =40°C para entonces agregarse a la mezcla de
reaccion.)

La mezcla final se vierte sobre el gel de poliacrilamida, y se incuba a 37°C,
aislado de la luz por aproximadamente 30 minutos.

Se realiza un control con un gel corrido en electroforésis con idénticas
condiciones, pero en el que se elimina la glutamina de la mezcla de reaccién para
revelar actividad. De modo que las bandas que aparezcan con la mezcla completa
sean especificas a glutaminasa.

12, Purificacién de la Glutaminasa.

La técnica de purificacion ha sido establecida en éste laboratorio por el trabajo
realizado por A. Huerta-Saquero. Ei procedimiento que se describe a continuacién es
solo parcial, ya que no se pretende para los fines de este proyecto, lograr una
purificacién a homogenidad.

s Inocular 6 fermback con 1.5 | cada uno de M.m glutamina mas succinico a una
densidad 6ptica de 0.05, e incubar por 14 a 16 horas.

*Recuperar el sedimento, lavar con medio salino y resuspender con aproximadamente
40 ml de amortiguador KH,PO4 0.1 M ,0.5 mM ditiotreitol (DTT), 5 mM giutamina, pH
8.0.

+ Dividir en fracciones de 10 ml aproximadamente y sonicar cada una de ellas por 10
minutos.

+ Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos y recuperar el sobrenadante.

+ El sobrenadante se precipita al 20% p/v con (NH4),SO,, agitando en banoc de hielo
durante 30 minutos.

*Repetir los dos Ultimos pasos, de modo que se agrege un 20% p/v mas de sulfato de
amonio para tener finalmente una solucién al 40%. Esta vez recuperar el sedimento
que es resuspendido en lo minimo posible con el amortiguador de extraccion, usado
en el segundo punto,
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+Ef extracto resuspendido se pone en didlisis contra un litro del mismo amortiguador
por aproximadamente 14 a 16 horas.

+ Al término de la didlisis el extracto es cargado a una columna de DEAE celulosa
(resina de intercambio idnico), previamente hidratada, lavada, y equilibrada a pH 8.0
con amortiguador KH,PO, 0.5 M

+Se realiza un lavado con amortiguador KH,PO, 0.1 M, 0.5mM DTT, 5 mM glutamina ,
pH 8.0; para eliminar aquellas proteinas poco cargadas a este pH.

+El lavado se detiene hasta que disminuya |a absorbancia a 280 nm en las fracciones
colectadas.

*Posteriormente se procede a eluir las proteinas con un gradiente lineal ascendente de
KH,PO, 0.1 M vs 1.0 M, ambos con 0.5 mM DTT y 5§ mM glutamina. La elucién
comienza a partir de la fraccion siguiente del término de lavado. El grado de elucién
también se monitorea por absorcién en UV a 280 nm.

+A todas las fracciones colectadas se les determina actividad de glutaminasa (ensayo
micro, reaccién de 1 hora). Aquellas que son positivas se colectan.

*El volumen final colectado es precipitado con (NH,),SO, al 50% p/v, agitando en bafio
de hielo por 30 minutos. Se centrifuga a 12000 rpm y se recupera el sedimento que
es resuspendido y puesto en dialisis, como ya se ha explicado.

* El extracto purificado puede conservarse en congelacion a -70°C.
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RESULTADOS

El primer intento para obtener revertantes de la cepa LM16 que pudieran crecer
en glutamina como fuente de carbono y nitrégeno fué seleccionar mutantes
espontaneas de esta cepa. Sélo se observaron colonias aisladas en el M.m de
glutamina mas biotina. En una segunda condicion de glutamina no hay aparicién de
colonias. El nimero de colonias observadas se tabulan respecto del nimero de células
sembradas en el medio de seleccién. (Tabla 1).

Tabla 1.
Mutagénesis esponténea.
Células Sembradas | Colonias Observadas

10° -
108
107 10
10 120
10° 1038
10"

Condicién de seleccién: M.m glutamina m4s biotina.
Frecuencia de mutacién: = 1 x 10°, -— No observadas

Se checs el fenotipo de las colonias aisladas en los siguientes medios (Tabla 2):

Tabla 2.
Fenotipo en Medio Sélido.
CE3-R28 LM16 Revertantes
L8 - - -
M.m gin + biot + - +
M.m. gin - - -
M.m. gin + succ ++ 4 ++
PY (Km,Nal) - + +

+ Con crecimiento. ++ Crecimiento significativo. ~ Sin crecimlento.
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El medio de LB se usa como control de contaminacién ya que Rhizobium etli no
crece en él. Se utilizé Kanamicina en el medio PY, puesto que la resistencia a este
antibidtico estd asociada a el transposén Tn5-mob presente en la mutante LM16. Se
desea conservar esta mutacion en las revertantes aisladas.

Se seleccionaron aquellas colonias que crecieron en M.m sélido de glutamina
més biotina. De este grupo se determiné la actividad enzimatica de glutaminasa para
un grupo de siete, encontrando que sélo una de ellas tenia actividad y el resto no la
presentaban. Posteriormente, en el crecimiento en el M.m liquido de glutamina como
fuente de carbono y nitrégeno sélo la colonia que presentd actividad de glutaminasa
fue capaz de crecer en tales condiciones; para el resto el crecimiento es poco
significativo y semejante al de la cepa LM16.

Puesto que se deseaba obtener un mayor nimero de revertantes entre las
cuales poder encontrar algunas en las que alguna otra via de degradacion de
glutamina compensara la falta de glutaminasa, se decidié no continuar probando el
resto de colonias aisladas en este primer intento; ya que la probabilidad de encontrar
éxitos entre las mutantes de esta poblacién puede ser muy baja debido a que la
frecuencia de mutacion espontanea es muy baja (1 x 10°%).

Para aumentar la probabilidad de obtener revertantes, se empledé una
mutagenesis inducida con Nitrosoguanidina (NG) como agente mutagénico quimico. La
NG es una agente alquilante, que altera el apareamiento por puentes de hidrégeno de
las bases nitrégenadas en el DNA, produciendo mutaciones puntuales. Un mutdgeno
con estas caracterlsticas producira cambios discretos en la secuencia, lo que permitird
s6lo una modificacién en el gene sobre el recaiga la mutacién.

Se planed mutagénizar sobre el M.m sélido de glutamina y glutamina mas
biotina, colocando un poco del mutdgeno en el centro de la caja que tiene una
poblacion de la cepa LM16. Se esperaba que en la difusién del mutageno se formaran
gradientes de concentracién sobre los cuales aparecieran colonias sobrevivientes. Sin
embargo, no se observé sobrevivencia; esto puede deberse a que la velocidad de
difusién sea mayor a la velocidad de crecimiento de la bacteria, por lo que al estar
homogéneo el medio la cantidad de mutdgeno es demasiada.



49

Entonces se decidié mutagenizar por el método convencional, para lo cual es
necesario determinar el tiempo ptimo de exposicién de una poblacién a una cierta
cantidad de mutdgeno por medio de una curva de viabilidad; para asi conocer el tismpo
necesario de exposicién para tener un 50% de sobreviviencia. Los resultados de esta
curva de viabilidad se muestran en la tabla 3. La gréfica correspondiente se presenta
en la figura 6.

Tabla 3.
Viabilidad de Rhizobium etli

Tiempq (minutos) | Colonias Observadas | % Sobrevivencia
0 408 100
20 250 61
30 214 52
45 131 32
60 79 19

Colonlas observadas en medio PY(Km,Nal),

De estos resultados se decidié tomar el tiempo de 25 minutos como el tiempo
éptimo de exposicién para tener aproximadamente un 50% de sobrevivencia en la
poblacidn, considerando la tendencia de la gréfica.

Una vez que se determind el tismpo de exposicién, se procedié a mutagenizar
como ya se ha descrito. En este proceso se tomo como control a una poblacion de la
cepa LM16 =ohv iii que se realizo el mismo tratamiento, excepto que no fue expuesta
al mutageno.

De este modo fue posible camnparar la frecuencia de mutacion espontdnea e
inducida, ambas con enriquecimiento en el medio minimo de seleccion. Es decir,
posterior a la mutagénesis ambas poblaciones son recuperadas en medio PY(Km,Nal)
y de este medio son incubadas en M.m. liquido de glutamina como medio de seleccién;
es en este periodo cuando puede enriquecerse la poblacién con bacterias capaces de
crecer en tales condiciones, para que posteriormente sean aisladas en el medio
selectiyo sdlido,
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Curva de Viabilid
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Figura No.6

Se usaron dos condiciones de seleccién: M.m de glutamina y M.m. de glutamina
mas biotina, solamente en esta Ultima condicién es donde fue posible observar la
aparicién de colonias aisladas. Iguaimente que en el caso de la mutagénesis
espontanea se tabulan el nimero de colonias observadas después de siete dias de
incubacién, respecto del numero de células sembradas. (Tabla 4).
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, Tabla 4.
Mutagénesis de Rhizobium etli, cepa LM16.

Con mutdgeno Sin Mutdgeno
No. células Gin + Biot Gin + Biot
10"° +++ +++
10° +++ 3200
10° 2400 440
10 230 50
10° 25

Sejeccion en M.m. sélido Glutamina mas Biotina

- No observadas. +++ Varias colonias no aisiadas

Las colonias aparecieron después de siete dlas de incubacién.

Con estos datos fue posible comparar la frecuencia de mutacidn espéntanea con
y sin enriquecimiento, mostrando, como se puede notar en la tabla 5, que la segunda
es mayor que la primera; y ademas que la frecuencia de mutacion inducida en varias

veces mayor que la espontanea.

Tabla §.
Frecuencia de mutacién de Rhizobium etli, cepa LM16

Condicién de Mutagénesis Frecuencia de mutacién
Espontanea s/enriquecimiento 1x10°

c/enriquecimiento 42x10°

Inducida c/enriquecimiento 24 x10°®

Las colonias observadas se transfirierén por picadura a medio PY(Km,Nal) para
su recuperacion, y asi mismo sobre medio LB como control de contaminacion.

En esta ocasion se consideré como primer parametro de seleccién la capacidad
de crecer en M.m. liquido de glutamina y de glutamina mds succinico; para asl evitar
falsos positivos en los que se presenten colonias que crezcan en el medio selectivo
sélido pero no en el medio liquido de iguales condiciones.
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Para lo cual se realizé un sondeo rdpido del crecimiento en liquido en tubo de
ensaye de 70 de las colonias aisladas (todas ellas obtenidas por mutagénesis
inducida). Este crecimiento se hizo en tubos de ensaye de 12x100 con 6 ml de M.m.,
con dos condiciones de crecimiento que fueron glutamina y glutamina mds succinico.

Las cepas fueron clasificadas de acuerdo a su crecimiento caracterizado por la
turbiedad que presentaron en M.m de glutamina, con respecto al control de la cepa
silvestre. Se encontraron 23 colonias con una turbiedad mucho mayor a la silvestre,
otras 25 con una turbiedad mayor, y 13 con una turbiedad igual; las nueve restantes no
crecieron en esta condicion. De estos tres grupos se seleccionan aleatoriamente 44 de
ellas para corroborar el crecimiento en M.m. de glutamina por la cinética de
crecimiento.

La razdn de esta seleccién aleatoria en base a el crecimiento, es la de tener
diversidad en las revertantes. Es decir, tener la posibilidad de que si existe mas de una
via de dregradacion de glutamina que pueda compensar la falta de glutaminasa,
entonces pudiera suceder que la efectividad de esta en la degradacion del aminodacido
pueda refigjarse en un mayor o menor crecimiento.

Del (ltimo grupo de 44 ya caracterizadas por su cinética de crecimiento,
aqueilas que tuvieron un crecimiento favorable en tales condiciones, fueron
seleccionadas para determinarles actividad de giutaminasa; de esta manera fueron
seleccionadas 32 de las 44.

A su vez de este grupo de 32, en el que todas presentaron actividad de
glutaminasa en diferente proporcion a la cepa siivesire, fueron seleccionadas
finalmente 10 de ellas, que presentan una actividad de glutaminasa mayor, igual o
menor que la de la cepa silvestre. La razén nuevamente es tener diversidad en el
fenotipo, ésta vez ya sea por alteracién de la regulacion transcripcional de la enzima 6
bien por cambios en sus propiedades cinéticas. Con este grupo de 10 se corrobora la
cinética de crecimiento ( figura 7) en M.m. liquido de glutamina y de glutamina mas
succinico; ademas de la actividad de glutaminasa en ambas condiciones de
crecimiento.
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Con éstos resultados se puede observar que no existe una correlacién clara
entre la actividad enzimética y el crecimiento. La cinética de crecimiento de las 10
revertantes finalistas se muestran en la figura 7,

Por ofro lado, en la tabla 6 se muestran los datos de actividad enzimatica de
glutaminasa para las mismas 10 revertantes y para los controles de las cepas LM16 y
CE3-R28. Estos mismos resultados se muestran graficamente en el histograma de
barras de la figura 8.

Tabla 6
Actividad de Glutaminasa
Cepa Glutamina Glutamina+Succinico
CE3-R28 73.04 £12.26 64.03+ 11.04

LM16 537+1.70 5.41£0.57
SL3 83.14 £5.27 36.46 £ 4.37
SLe 32.14+£0.93 101.60 ¢ 28.36
SL7 33541329 69.90 £ 7.65
SL11 71.31£2.51 89.76 £ 8.10
SL13 53.74 £+ 6.86 105.11 ¢ 15.49
SL16 65.28 +6.87 66.53 + 5.40
SL28 -
SL36 13.29 + 0.67 46.49 +1.32
SL37 5260+ 3.70 37.32+£4.25
SL46 81.15+ 584 2763+4.08

La Actividad de Glutaminasa estd expresada como nmol-mg™-min".

Los extractos fueron obtenidos a partir de un crecimiento por 20 hrs, en el M.m respectivo
El Intervalo de confianza es del 90%, para un conjunto de determinaciones por triplicado.
--- No existe repraducibilidad en {as determinaciones,
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Figura No. 8

Estos resultados indican que la Unica manera de que la mutante LM16 recupere
nuevamente la capacidad de crecer en medio minimo de glutamina como fuente de
carbono y nitrégeno, es recuperar la actividad de glutaminasa; y que otras vias que
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participan en la degradacion de glutamina son poco probables para sustituir [a falta de
glutaminasa en esta mutante.

La cuestién sigulente por resolver era saber si esta actividad de glutaminasa
expresada en las revertantes, se debe a la misma enzima que se encuentra alterada en
la mutante LM16 & es debida a alguna isoenzima de glutaminasa. Puesto que la
mutante LM16 presenta una actividad pequefia y constante de glutaminasa en varias
condiciones de crecimiento; existe la posibilidad de que esta actividad se deba a una
isoenzima de la glutaminasa que se expresa constitutivamente y que debido a la
mutacién inducida en las revertantes, ahora sea capaz de sustituir a la glutaminasa
alterada. Los mecanismos posibles por los cuales puede ocurrir esta sustitucién son
por tener una sintesis mayor de la isoenzima, é por haber modificado sus propiedades
cinéticas. Se pensé entonces en la manera de poder diferenciar alguna posible
isoenzima de glutaminasa que se exprese ahora en las revertantes obtenidas. Es decir,
que la glutaminasa que se encuentra reprimida en la cepa LM16 se mantenga en éste
estado en las revertantes y estas expresen ahora la posible isoenzima.

Una de las propiedades por las que pueden diferenciarse las isoenzimas, es la
termoestabilidad, y es esta propiedad la que se utilizé para diferenciar la actividad de
glutaminasa de los extractos de la cepa silvestre y de |la mutante. Estos resultados se
tabulan como porciento de actividad conservada respecto del tiempo de calentamiento
a temperatura constante de 50°C (Tabla 7). La gréfica correspondiente a la
termoestabilidad de glutaminasa en la mutante LM16 y la cepa silvestre CE3-R28 se
presenta en la figura 9.

De acuerdo a estos datos, se pensé que la actividad residual que presenta la
cepa mutante LM16 se debe a una glutaminasa termoestable, que es diferente a la
enzima expresada en la cepa silvestre la cual es termolabil. Se dedujo entonces que es
posible diferenciar la actividad de glutaminasa en los extractos de las cepas
revertantes por calentamiento de los mismos a 50°C durante 15 minutos que es el
tiempo en el cual se observa la diferente estabilidad de la enzima.
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Tabla 7.
Termoestabilidad de Glutaminasa

% de Actividad
Tiempo CE3-R28 LM16
0 100 100
2 99.6 91.42
5 62.3 69.6
10 30.7 827
15 8.5 68.6
30 2.98 87.3
60 3.10 35.42

Los extractos fueron obtenidos de un crecimiento por 20 hrs de M.m. glutamina ‘més succinico.
La actividad de las cepas CE3-R28 y LM16, fue de 80.32 y 4.43 (nmoi-mg”"'min")
respectivamente. Tiempo de calentamiento en minutos

Para conocer cual era la isoenzima que presentaban las revertantes obtenidas,
se les determiné la termoéstabilidad de glutaminasa por calentamineto a 50°C durante
15 minutos.”En la tabla 8 se encuentran reportados los datos de actividad sin y con
calentamiento, para asi establecer el porcientoc de actividad conservada en éstos
extractos durante el calentamiento. '

Puesto que todas las revertantes presentan una glutaminasa termolébit, similar a
la de la cepa silvestre, se pensé que se trataba entonces de una reversion verdadera,
es decir, la misma enzima alterada en la mutante LM16 ahora es expresada en las
revertantes, presentando el mismo comportamiento que el de |a cepa silvestre.

Sin embargo, cabla la posibilidad que la mutacién originada en la mutante LM16
hubiese alterado la glutaminasa termoestable, de modo que ahora sea termolabil. Para
poder diferenciar entre éstas dos posibilidades se pensé en utilizar una segunda
propiedad para poder diferenciar entre dos posibles isoenzimas, como lo es la
movilidad por electroforésis en un gel de poliacrilamida; el cual se revela por actividad
especifica in situ.
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Tabla 8.
Termoestabilidad de Glutaminasa de las cepas revertantes.

Actividad de Glutaminasa
Cepa | Sin calentamiento| Con calentamiento| % de Actividad
CE3-R28 82.0 40 49
LM16 5.0 42 84.0
SL3 406 . 39 9.6
SL6é 93.7 49 52
SL7 64.2 2.6 4.0
SL11 77.5 6.3 8.1
SL13 91.4 7.5 82
SL16 59.6 34 57
sL28 67.2 27 40
SL36 45.0 28 6.2
SL37 338 45 13.2
SL46 31.3 41 13.1

Los extractos de las cepas revertantes fueron obtenidos de M.m glutamina méas succinico
en un crecimiento por 20 horas.
Actividad en nmol-mg’* min"

El primer disefio que se hizo para revelar actividad de glutaminasa en gel, fue
por la produccion directa de amonio; el cual con la reaccion de Indofenol da un color
azul visible. Sin embargo, después de varios intentos y modificaciones, se pudo
finalmente detectar amonio en un gel de poliacrilamida; pero la difusion del i6n es
demasiada rapida para poder aplicar el ensayo a la deteccion de actividad enzimatica
en el gel.

Un segundo intento fue acoplar la actividad de glutaminasa con glutamato
deshidrogenasa (GDH), y revelar el producto final de 2-oxoglutarato como el derivado
de la 2 4-dinitrofenithidrazina.(2,4-DNFH), el cual da un color amarillo-rojizo. Este
disefo puede esquematizarse como sigue:
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Glutamina ——cimss— Glutamato + NH,'
- Glutamato + NAD® ———cpH—> 2-oxoglutaratc + NADH +H*

2-oxoglutarato + 2,4-DNFH ——— Derivado colorido (5650 nm)

Se pensd en la funcionalidad de este disefio, ya que se ha reportado en la
literatura la deteccién de a-cetoacidos en gel de paliacrilamida por la reacciéon de éstos
con 2,4-DNFH y/o analogos.®1%9

L.os ensayas preliminares mostraron que la reaccion de color con 2-oxaglutarato
as lineal en un intervalo de concentraciones que ofrece una buena sensibilidad. Asf
mismo, se demostré el acoplamiento de las reacciones en solucidn, y pudo detectarse
estandares de 2-oxoglutarato en gel de poliacrilamida. Sin embargo, al acoplar las
reacciones para revelar actividad de glutaminasa en el gel, no hubo éxito. Esto puede
deberse a una difusidn del cetodcido que produce color, puesto que coma producto de
la GDH que se encuentra en solucién incubando al gel; el cetoacido se diluye en la
solucién de incubacioén, y no es fijado en la matriz del gel.

Se decidid entonces probar un tercer sistema de reaccion que se basa en la
reduccion de derivados de Tetrazolium por el cofactor NADH; el producto de la
reduccién es un compuesto de color azul-violeta. Esta reaccion es catalizada por
fenilmetasulfato (PBS) y puede ser aplicable a la deteccién de deshidrogenasas.
Esquematicamente el sistema de reaccién funciona de la siguiente manera:

Glutamina —————» Glutamato

NAD' Formaza
GDH< >PB<
2-oxoglutarat NADH NBT

El producto de la glutaminasa es tomado como sustrato por fa GDH para
oxidarlo,y a su vez la coenzima reducida es reoxidada a NAD' para asi entonces
transferir los electronas al azul de nitrotetrazolium (NBT) cuya forma reducida
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(Formazan) da un color azul-purpura. Esta Ultima reaccién es mediada cataliticamente
por fenilmetasulfato (PBS).

Los primeros experimentos de este ensayo (figura 10) utilizando extractos
crudos revelaron una sola banda en el gel de poliacrilamida asociada a la actividad de
glutaminasa en la cepa silvestre, misma que en caso de la mutante LM16 no aparece.
En estos dos casos no fue posible obervar una segunda banda, ya sea en la cepa
silvestre o en la mutante. Es de notar que toda vez que se usaron extractos crudos, se
observé una banda asociada a una actividad inversa a la qué desarrolla color en el gel.
Se incluyd un extracto de la cepa CE3-pCD24, la cual es una cepa sobreproductora de
glutaminasa, a fin de poder 6bservar una posible segunda banda de glutaminasa; con
lo cual podria atribuirse a esta isoenzima la mayor actividad de glutaminasa en esta
cepa. Los resultados obtenidos con este extracto (figura 10.B) no mostraron mas que
una sola banda en igual posicién a la de la silvestre pero de mayor intensidad. Este
mismo comportamiento se presentd para un extracto purificado de la misma cepa, con
la diferencia de que la banda de reaccién inversa desaparecia.

De estos resultados se puede concluir que el plasmido pCD24 es aquel en el
que se encuentra clonado el gene que codifica para la glutaminasa termolabil presente
en la cepa silvestre. Esto mismo esta confirmado por el hecho de que con los extractos
crudos de la mutante complementada (LM16-pCD24), se presentd la misma banda de
la cepa silvestre (figura 10.D); y que cuando a una cepa silvestre de Rhizobium meliloti
se le introduce este plasmido, se presentan dos bandas, una semejantea la observada
en la cepa silvestre de Rhizobium meliloti y otra semejante a la de Rhizobium etli,
ademas de varias bandas intermedias entre estas dos (figura 10.F)

Cuando se aplico este experimento con los extractos crudos de las cepas
revertantes, no fue posible observar ninguna banda especifica asociada a glutaminasa,
solo fue posible observarla para el extracto crudo de la cepa silvestre y para el extracto
purificado de la cepa CE3pCD24.

Con lafinalidad de poder observar si en alguna condicion de crecimiento pudiera
expresarse preferentemente alguna isoenzima de glutaminasa, de modo que pudiese
aparecer una segunda banda de glutaminasa, diferente a la ya observada; se
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realizaron ensayos en los que se utilizaron extractos crudos obtenidos a partir de
diferentes condiciones de crecimiento de las cepas CE3-R28, LM16 y algunas de las
revertantes. Los resultados obtenidos mostraron solamente la banda ya caracteristica.

Al utilizar un extracto purificado de la cepa LM16 fue posible observar una banda
asociada a glutaminasa que migra en una posicién diferente a la que aparece en la
cepa silvestre y que es coincidente con aquella banda de interferencia en los extractos
crudos (figura 10.G). Al mismo tiempo se supo que este extracto purificado es
termoestable respecto a su actividad de glutaminasa.

|
Lo
o

Figura. No. 10
Actividad de glutaminasa en gel nativo de poliacrilamida. |

(A).CE3-R28, silvestre, (8).CE3pCD24. (C).LM16.(D).LM16pCD24,
(E).RM1021. (F).RMpCD24. (G).LM16, extracto parcilamente purificado.
En todos los casos se trata de extractos crudos (excepto G) obtenidos
de crecimiento en medio minimo de giutamina m4as succinico,
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Se decidié entonces purificar los extractos de la cepa silvestre y de una de las
revertantes, en este caso de la SL13; para con ellos revelar actividad in situ en el gel
de poliacrilamida.

Una vez que se tuvieron los extractos purificados de la cepa CE3-R28 y SL13
pudo entonces observarse, para el caso del extracto purificado de la cepa SL13, una
banda de igual migracion que la correspondiente a la mutante LM18. Los extractos
purificados de las cepas SL13 y LM16 son termoestables y las bandas de actividad en
el gel de poliacrilamida se mantienen en la misma posicién si el extracto se calienta o
no.(figura 11). En lo que respecta a la cepa silvestre, solo aparece la banda
caracteristica de los extractos crudos, no fue posible percibir una segunda banda
inferior. (figura 11.A)

Para de poder observar una segunda banda inferior en los extractos de la cepa
silvestre, se decidié intentar la purificacion de un extracto obtenido a partir de un
crecimiento de 24 horas en M.m. de amonio mas succlnico; puesto que se sabe que en
tales condiciones la relacién entre la actividad de glutaminasa termolabil y
termoestable es menor, es decir, se aumenta la proporcién de la glutaminasa
termoestable, comparado con un crecimiento en glutamina mds succinico del que
habitualmente se purificaron los extractos por razones de tener mayor biomasa.

Los resultados de este experimento mostraron dos bandas en el extracto
purificado de la cepa silvestre en tales condiciones. Una de ellas correspondiente a la
banda ya caracteristica y una segunda banda inferior y muy tenue que coincide con la
migracién de la banda observada para los extractos purificados de la mutante LM16.
(figura 11.B). Estos resultados sugieren la existencia de dos isoenzimas de
glutaminasa en Rhizobium eti diferenciadas por su termoestabilidad y movilidad
electroforética. Una glutaminasa regulada y termolabil (A), y otra constitutiva y
termoestable (B). La glutaminasa A tiene una menor migracién que la glutaminasa B en
el gel de poliacrilamida. Por el comportamiento observado durante la purificacion de la
enzima en una columna de intercambio idnico, se deduce que su carga es semejante
(coeluyen); por lo que entonces la diferencias de migracion pueden atribuirse a
diferencias de peso molecular,emunicacién persona) ’
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Figura No. 11

Actividad de glutaminasa en gel nativo de poliacrilamida. il

Todos los extractos fueron parciaimente purificados
seilalando en cada caso a partir de que condicidn de M.m fueron obtenidos
(A).CE3-R28 de glutamina més succinico. (B).CE3-R28 de amonio mads succinico.
(C).LM186 de glutamina més succinico. (D).lgual que C, y el extracto puro es calentado
previamente a 50°C por 15 minutos. (E). SL13 de glutamina mas succinico.
(F). igual que E, y el extracto puro es calentado previamente a 50°C por 15 minutos.

Para caracterizar detalladamente la termoestabilidad de una de las revertantes,
puesto que sblo se habfa determinado a un tiempo, se probé esta propiedad en la cepa
SL13 contra el tiempo de calentamiento. Esta revertante tiene un compartamiento
similar a el de la cepa silvestre (figura 12). Los datos correspondientes se muestran en
la siguiente tabla.
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Tabla 9.
Termoestabilidad de Glutaminasa. Revertante SL13.

% de Actividad

Tiempo CE3-R28 LM16 SL13

0 100 100 100
2 88.3 839 100
5 71.1 81.7 74.0
10 236 744 28.5
15 8.2 62.7 46
30 47 32.3 39
60 46 338 3.5

Actividad inlcial; CE3-R28= 76.15, LM16= 8.4, SL13= 130, expresada
como nmol~mg"-min". Extractos obtenidos de un crecimiento por 20 horas en
M.m glutamina mads succinico. Tiempo de calentamiento a 50°C en minutos.

Asi mismo, se probd la regulacion de la actividad de glutaminasa de la
revertante SL13 en M.m de amonio mas succinico, condicion en la cual se sabe que
para la cepa silvestre después de 20 horas de crecimiento, disminuye la actividad de
esta enzima respecto de la actividad a las 8 haras; en cambio para la mutante LM16 la
actividad de glutaminasa se mantiene. De esta manera, en base a el comportamiento
de regulacion se puede diferenciar entre la enzima de la cepa silvestre y aquella
presente en la mutante, y entonces tener una caracteristica mas con la cual poder
caracterizar a la glutaminasa de la revertante SL13.

Los resultados de este experimento se muestran en |a siguiente tabla.

Tabla 10.
Regulacién de la Actividad de Glutaminasa
en M.m. amonio mas succinico.

R28 LM16 SL13
8horas |43.41 769 52.43
20 horas |19.15 7.97 67.43
Actividad en nmol-mg™*min”,
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Por lo tanto, la regulacién de la actividad de glutaminasa..en la cepa SL13 en
esta condicién es igual a la que se presenta en la mutante LM16. Por este resultado y
mas el hecho de que la banda de esta revertante presenta una banda de igual posicion
que la de la mutante, se puede concluir que la enzima de la mutante LM16 es la que
ahora se encuentra mayormente activa en la revertante SL13.

% de Actividad

0 2 5 10 15 30 60

Tiempo (minutos)

- R28 —a—SL13 & LM16]

Figura No. 12
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ANALISIS DE RESULTADOS

La glutamina tiene un papel central en el metabolismo nitrogenado, ya que es un
intermediario entre la asimilacién de amonio y la biosintesis de gran variedad de
compuestos nitrégenados. Por lo que este aminodcido debe ser asimilado y degradado
para asi funcionar como donador de su nitrégeno amino y amido, en las diferentes vias
en las que participa. En Rhizobium elli se ha propuesto que la glutaminasa tiene un
papel central en la utilizacién de glutamina como fuente de carbono y nitrégeno, y para
mantener el balance entre glutamina y glutamato,

Para conocer si existe alguna via metabdlica que compense la falta de
glutaminasa en la mutante LM16 de Rhizobium etli, se han obtenido revertantes de esta
mutante; puesto que se han reportado vias alternas de degradacién de glutamina en
esta bacteria, 1449

En la obtencién de revertantes de la mutante LM16 de Rhizobium etli, se observéd
que la frecuencia de mutacion por conteo en placa aumenta de una mutacién
espontanea a una inducida y aun es mayor si en la mutagénesis se realiza un
enriquecimiento, como el descrito, previo a el aislamiento en placa sobre el medio
selectivo.

Puesto que la cepa parental no es capaz de crecer en un medio minimo
suplementado con glutamina como fuente de carbono y nitrégeno, nuestro primer
pardmetro de seleccién de las revertantes fue recuperar el fenotipo en que la bacteria'
sea capaz de crecer en tales condiciones.

Es necesario decir que no basta con aislar aquellas colonias que aparecen en
placa sobre el medio selectivo, sino que ademéas se debe caracterizar la cinética de
crecimiento en liquido con iguales condiciones del medio. Esto es con la finalidad de
minimizar la posibilidad de obtener falsos positivos en los que se tengan colonias que
crecen en placa pero no en liquido, es decir, una colonia aislada en placa del medio
selectivo no es concluyente que sea capaz de crecer en liquido en iguales condiciones
de seleccién. Puesto que lo que se puede considerar como una colonia en placa,
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puede tratarse solamente de una acumulacidn puntual de exopolisacérido; situacién
que no ocurre en medio liquido, el exopolisacérido producido no contribuye a la
deteccidn del crecimiento de la bacteria,

Una vez que se luvieron seleccionadas algunas colonias bajo este primer
parametro, el siguiente es probar si estas mismas colonias tienen 6 no actividad de
glutaminasa. Nuestras primeras expactativas eran de encaontrar alguna colonia que sin
presentar actividad de glutaminasa, o una actividad baja semejante a la de la mutants,
ahora fuera capaz de crecer en un madio minimo de glutamina como fuente de carbono
y niirégeno. Lo cual serfa indicativo de que alguna otra via metabdlica, diferente a la de
glutaminasa, podia permitir a la bacteria ulilizar este aminodcido como fuente de
carbono y nitrégeno.

Bajo este segundo parametro, todas las revertantes seleccionadas presentaron
actividad de glutaminasa en diferente proporcion a la cepa silvestre. Incluso, para
algunas de ellas, su regutacién por la fuente de carbono, succinico en este caso, no es
igual a la observada en la cepa silvestre; sino mas bien inversa, es decir, su actividad
es mayor en glutamina mas succinico que en sélo glutamina. Lo que es mas, la
proporcién de actividad en estas dos condiciones no as constante respacto a la de la
cepa silvestre.

Esta diversidad de fenotipos presentes an las revertantes, aunado a el hecho de
que la cinética de crecimiento de todas ellas es muy similar; pone de manifiesto la
existencia de un sistema de regulacion que permite a la bacteria mantener un equilibrio
en sus actividades metabdlicas, que asta asociado a la utilizacién de la glutamina.

Continuando con la caracterizacién de las revertantes obtenidas, se suposo
entonces que estas pudiesen expresar ahora una isoenzima de glutaminasa, diferente
a aquella que se expresa regularmente en fa cepa silvestre y que asta bloqueada an fa
mutante LM16. Esta idea se basa en el hecho de gue todas las revertantes son
resistentes a Kanamicina, y esta resitencia astd asociada a la insercién del transposén
Tn-5, con el cual fue mutagénizada la cepa silvestre para obtener la mutante LM16.

Es decir, se piensa que la mutacién en la cepa LM16, que bloquea la
glutaminasa regulada en la cepa silvestre, se conserva en las revertantes; y por otro
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lado, la pequeiia actividad y crecimiento que presenta la mutante LM16 se debe a una
glutaminasa constitutiva; puesto que esta actividad es pequefia y constante en varias
condiciones de crecimiento.

Es posible entonces, considerar que la mutacién puntual inducida en la
revertante pudiese permitir observar una mayor actividad de la glutaminasa constitutiva
(B) presente en la mutante, ya sea por una modificacion en el sistema transcripcional 6
bien por cambios en las propiedades cataliticas de la enzima.

Se hace necesario poder diferenciar entre dos posibles isoenzimas por alguna
propiedad fisica y/o quimica. Trabajos realizados anteriormente en este laboratorio
mostraron que no hay otro punio de actividad de glutaminasa en un intervalo de pH,
diferente al de pH B.0; ademas se probd la localizacién de la actividad de glutaminasa,
indicando que esta se encuentra predominantemente en citoplasma.

Por lo que entonces se considerd a la termoestabilidad como otra propiedad por
la cual pueden diferenciarse las enzimas. El ensayo de termoestabilidad variando el
tiempo de exposicién a una temperatura constante de 50°C, mostré que la glutaminasa
en la cepa silvestre es termolabil, y que la presente en la cepa LM16 es termoestable.

Ademas se sabe que la proporcion de actividad en la mutante LM16 es del orden
de diez veces menor que la actividad en la cepa silvestre, En este ensayo se observo
que en la cepa silvestre a los quince minutos de calentamiento la actividad disminuye
cerca de una diez vecas. Después de este punto, la pendiente de la gréfica se
aproxima a aquella de la mutante.

Cuando se probd este ensayo con las revertantes, todas ellas presentaron
actividad de glutaminasa termolabil. Sugiriendose entonces el hecho de que se tratase
de una reversion verdadera, 6 que posiblemente la mutacién ocurrié sobre el gene de
la glutaminasa de la mutante LM16, de modo que alteré sus propiedades fisicas; por lo
que ahora es termolabil,

Otra propiedad por la cual también pueden diferenciarse dos enzimas es por su
movilidad electroforética en un gel de poliacrilamida, y la posterior deteccién de
actividad in situ .
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El primer experimento en el que se revelé actividad de glutaminasa en gel de
poliacrilamida, se demostré que el plasmido pCD24 que complementa a la mutante
LM16, es aquel que tiene clonado el gene correspondiente a la glutaminasa A
regulatoria y termolabil de la cepa silvestre. Esto en base a que todas las bandas
observadas tienen la misma posicién que la que aparece en la cepa silvestre y a que
ésta banda se intensifica en la cepa CE3-pCD24 (silvestre con el plasmido), que no
aparece en la mutante LM16 y aparece en la mutante complementada (LM16-pCD24).
ademas de que las bandas intermedias presentes en la cepa silvestre de Rhizobium
meliloti complementada con el mismo pldsmido, pueden atribuirse a oligémero hibridos
entre la glutaminasa del hospedero y la glutaminasa ajena.

Sin embargo, no fue posible apreciar en este experimento ninguna segunda
banda de glutaminasa; ya sea en la mutante LM16 6 en la cepa silvestre. Sélo cuando
se utilizan extractos purificados, es posible ver la aparicién de una banda especifica a
glutaminasa en la mutante LM16, la cual tiene una posicién inferior a la observada en
la cepa silvestre. A fin de poder observar dos bandas en los extractos de ia cepa
silvestre, se purificé un extracto obtenido a partir de un crecimiento por 24 horas en un
medio minimo suplementado con amonio mas succinico;, con este extracto fue posible
revelar la banda de actividad ya caracteristica de la cepa silvestre y una segunda
banda tenue e inferior, coincidente en posicidn a la observada en la mutante LM16

Estos resultados sugieren fuertemente la existencia de dos posibles isoenzimas
de glutaminasa en Rhizobium etli, una regulatoria y termolabil (A) y otra constitutiva y
termoestable (B), ambas con diferente movilidad electroforética. La glutaminasa A tiene
una menor migracién por electroforésis en gel de poliacrilamida que la glutaminasa B.

En lo que respecta a la caracterizacién de las revertantes se continuo con stio
una de ellas, la cepa SL13; para probar termoestabilidad contra tiempo y su actividad
en gel de poliacrilamida.

La termoestabilidad demostré que en el extracto crudo la enzima es termolabil.
La pyrificacién de este extracto se dificulta ya que durante el proceso la enzima se
inactiva; sin embargo, la actividad remanente es suficiente para revelar la actividad en
el gel. Esto Ultimo demostr6 que la enzima en esta revertante es semejante a la
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presente en la mutante LM16, e igualmente los extractos purificados de ambas son
termoestables. Ademas la regulacién de la revertante SL13 en medio minimo de
amonio mas succinico es igual a la que se presenta en la mutante LM186.

Dados estos Ultimos resultados, se concluye que la glutaminasa presente en la
revertante SL13 es semejante a la que esta presente en la mutante LM16. Por tanto, se
trata de una pseudoreversién o reversion intergénica. En la que se observa una mayor
actividad de glutaminasa respecto a la actividad de la cepa parental. La opcitn a seguir
si se desea obtener revertantes en otras vias de degradacién de glutamina diferentes a
glutaminasa, es partir de una mutante que carezca de la actividad de las dos
glutaminasas.

Por oftro lado, el hecho de que et extracto crudo de esta revertante es termolabil
y purificado es termoéstable, da pauta a pensar que fa enzima ha sido alterada en sus
propiedades respecto de {a glutaminasa de la cepa parental. Se podria pensar que la
mutacién ha ocurrido sobre el gene estructural de glutaminasa, modificandolo de tal
manera que sus propiedades fisicas y quimicas son diferentes entre la glutaminasa de
esta revertantes y las de la mutante LM16 y de {a cepa silvestre.

Puesto que se sabe que la mutante LM16 acumula glutamina y su poza de
glutamato es baja, cuando se utiliza glutamina como fuente de carbono y nitrégeno; es
factible pensar que la velocidad maxima de esta enzima es baja, lo que implica un
pequeiio crecimiento. Al inducir una mutacion puntual sobre la cepa LM16, se produce
una modificacion sobre la glutaminasa de esta; podemos suponer ahora que tal
modificacion ha alterado la velocidad observada de la enzima, aumentandola.
Permitiendo ahora a la bacteria poder utilizar este aminoacido como fuente de carbono
y nitrégeno y asi crecer en tales condiciones.

El aumento en la velocidad observada de la glutaminasa en la revertante, puede
atribuirse bien a que existe una mayor produccion de la enzima; o bien a que la enzima
ha alterado sus propiedades cataliticas. Para discernir entre estas dos posibilidades,
8s necesario cuantificar especificamente las cantidades de enzima producidas; para lo
cual se requieren de técnicas inmonoquimicas.
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Sin embargo, ya sea uno u otro mecanismo, la cuantificacién de las pozas
intracelulares de glutamina es un indicativo de la operatividad de este modelo, es decir,
del aumento de la velocidad observada en la revertante. Se esperaria que la poza de
glutamina en la revertante SL13 disminuyera respacto a la mutante LM16, cuando se
utiliza glutamina como fuente de carbono y nitrdgeno; puesto que ahora este
aminodacido es hidrolizado rapidamente. En cambio, en una condicién en la que se
sabe que la poza de glutamina es baja (como lo es amonio mas succinico) tanto para la
capa silvestre como para la mutante LM16; podemos suponer que la funcion de la
glutaminasa en estas condiciones es mantener un balance entre glutamina y glutamato,
que permita a la bacteria regular éptimamente el metabolismo mitrogenado para su
crecimiento. Esta funcién puede atribuirse principalmente a la glutaminasa B, presente
en la mutante LM16, puesto que no existen diferencias considerables en cuanto a las
pozas de glutamina y al crecimiento, entre esta mutante y fa cepa silvestre.

Ahora bien, si esta enzima aumenta su velocidad como se ha propuesto que
ocurrid para la revertante SL13, entonces se requeriria aumentar la cantidad de
sustrato para de esta forma mantener el equilibrio en la relacién entre glutamina y
glutamato. Esto estaria reflejado en un aumento en la poza intracelular de glutamina en
la revertante SL13 respecto a la mutante LM16, en una condicién de crecimiento de
amonio més succinico. Esto mismo puede ser una razén para explicar por que la
revertante tiene una mayor actividad de glutaminasa en glutamina mas succinico;
puesto que se sabe que en ésta condicion las vias biosintéticas de glutamina tienen
mayor actividad, por lo que, nuevamente, para mantener el balance de glutamina y
glutamato, es necesario hidrolizar mayormente la glutamina.

Es claro entonces que la caracterizacion de los pardmetros cinélicos de la
glutaminasa de la mutante LM16, de la revertante SL13 y de la cepa silvestre;asi como
la cuantificacién de la poza intracelular de glutamina y glutamato en la revertante,
puede arrojar una vision mas clara sobre la funcionalidad de glutaminasa en Rhizobium
etl.



3

CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo son:

o Fue posible obtener revertantes de la mutante LM16, capaces de crecer en medio
minimo de 'glutamina como fuente de carbono y nitrogeno. Todas las cuales
presentaron actividad de glutaminasa. Por lo que entonces la probabilidad de
obtener revertantes en las que alguna otra via de degradacién de glutamina
compense la falta de glutaminasa en esta mutante es muy baja.

# Las diferencias de comportamiento de termoestabilidad y movilidad electroforética en
gel de poliacrilamida observadas en la glutaminasa de la cepa silvestre y de la
mutante LM16, sugieren fuertemente la existencia de dos posibles isoenzimas de
glutaminasa en Rhizobium etli. Una glutaminasa regulada, termolabil y de menor
migracion por electroforésis (A) y otra glutaminasa constitutiva, termolabil y de mayor
migracién electroforética, (B).

o La reversion del fenotipo en la cepa SL13 se debe muy probablemente a una
mutacién puntual inducida sobre la glutaminasa presente en la mutante LM16, que
ha modificado las propiedades fisicas y quimicas de la enzima; de modo que ahora
es eficiente en la degradacién del aminodcido, permitiendo a la bacteria crecer en
medio minimo de glutamina como fuente de carbono y nitrégeno.

« Se propone que las propiedades cinéticas de la glutaminasa presente en la mutante
LM16 se han modificado, de modo que ha aumentado su velocidad méxima, o bien
que el aumento en la velocidad observada se deba a la mayor produccién de la
enzima.

o La caracterizacion posterior de ésta revertante puede ser de gran utilidad para
conocer la posible funcién metabdlica que desempefia una glutaminasa con las
caracter(sticas de la mutante LM16 en Rhizobium etli.
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