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RESUMEN 

La glutamina es un compuesto clave en el metabolismo del nitrógeno en 

microorganismos (1,2,3). Debido a que la concentración intracelular de la glutamina es el 

resultado de su síntesis y su degradación y a que en Neurospora crassa se ha encontrado que 

la degradación de la glutamina juega un papel importante en el metabolismo de carbono y 

nitrógeno (4,5,6), decidimos estudiar la degradación de la glutamina en Rhizobium elli. Este 

es un microorganismo de gran interés biotecnológico para nuestro país, debido a que fija 

nitrógeno atmosférico en simbiosis con la leguminosa Phaseolus vulgaris (frijol). 

En R. clii la glutamina es degradada por la vía de la transaminasa de glutamina-w-

amidasa y por la glutaminasa. Hemos propuesto que el papel de la transan] inasa de 

glutamina es el de sintetizar de manera irreversible glicina o alanina y así mantener el 

balance de aminoácidos. Y que la glutaminasa juega un papel importante en la degradación 

de la glutamina a esqueletos de carbono cuando se utiliza este aminoácido como fuente de 

carbono y nitrógeno, esta enzima también participa en mantener el balance óptimo de las 

pozas de la glutamina y el glutamato (69). 

En este trabajo se aisló y caracterizó una cepa de R. etli (LM16), alterada en la 

actividad de la glutaminasa. La cepa LM16 fue seleccionada por su incapacidad de crecer 

en glutamina como fuente de carbono y nitrógeno, fue capaz de crecer en otras fuentes de 

nitrógeno y carbono. 
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En comparación con la cepa silvestre, la cepa L1116 tiene pozas altas de glutamina, 

baks de glutamato, excreta menos amonio y menos "CO2  a partir de 1.4 U-"Ciglutamina 

cuando crece utilizando glutamina como fuente de carbono y nitrógeno. Lo anterior indica 

que el papel principal de la glutaminasa en R. et.'i es utilizar a la glutamina como fuente de 

carbono. El hecho de que la cepa LIVI16 tenga pozas altas de glutamine y bajas de glutamato 

en diversas condiciones de crecimiento, indican que la glutaminasa también participa en 

mantener el balance óptimo entre la glutamina y el glutamato. 

La cepa 11/16 nodula y presenta una actividad de nitrogenasa similar a la de la cepa 

silvestre; sin embargo, los bacteroides de esta cepa tienen una poza alta de glutamina y 

baja de glutamato. Esto sugiere que la degradación de la glutamina a esqueletos de carbono 

por la glutaminasa podría tener un papel importante durante la simbiosis entre R. culi y 

Phaseohis vulgaris (70). 

Se donó en un plásmido (pCD24) una región del genoma de R. etli que complementa 

la mutación de la cepa LM1G; este plásmido se introdujo en las cepas silvestres de R. etti 

(CE3/pCD24) y de R. weliloti (Rm/pCD24). Estas transconjugantes presentan una mayor 

actividad de glutaminasa, comparada con las cepas silvestres. 

Para conocer el efecto de la disminución y de la sobreexpresión de la actividad de 

glutaminasa sobre las enzimas que participan en la síntesis y en la degradación de la 

glutamina, se determinaron las actividades de las glutamino sintetasas (GSs) 1 y II y de la 
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&tamal° síntasa ((XX:JAZ) en la cepa LM 16 y en las transconjugantes CE3/pCD24 y 

IILM-16/pCD24. 

En la cepa Llv116 los niveles de actividad de las GSs I y II son similares a los de la 

cepa silvestre. Esto podría explicarse asumiendo que la baja actividad de la glutaminasa en 

la cepa LM16 está compensada por otras enzimas que participan en la degradación de la 

glutamina. La actividad de la GOGAT en la cepa LM16 se encuentra ligeramente elevada 

solo en glutamina como fuente de carbono y nitrógeno. En las cepas con el plásmido peD24 

los niveles de actividad de las GSs I y II y de la GOGAT son similares a los de la cepa 

silvestre. Esto sugiere que la glutaminasa o las GSs pudrían regularse alostéricamente. 

Estudios recientes en nuestro laboratorio muestran que en R. Mi existen dos 

isoenzimas de la glutaminasa que se distinguen por su termoestabilidad y por su 

movilidad electroforética. Una de estas glutaminasas es termolábil mientras que la otra es 

termoestable a 50 °C. La cepa LM16 carece de la actividad termolábil y solo presenta 

actividad termoestable. Al analizar en geles nativos de poliacrilainida, en los extractos de la 

cepa silvestre de R. ell se identificaron dos bandas de actividad y los extractos de la cepa 

LM16 solo se identificó una banda. En las transconjugantes CE3/pCD24 y RLM.16/pCD24 

se identificó una banda que corresponde a la glutaminasa termolábil. 

El hecho de que una de las bandas de la transconjugante Rm/pCD24 posea una 

migración similar a una de las bandas de R. etti, sugiere fuertemente que el plásmido 

pCD24 lleva el gene estructural que codifica para la glutaminasa de R. etli. 
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INT RODUCC1ON 

La glutamina tiene un papel central en el metabolismo nitrogenado en 

microorganismos, es considerada uno de los donadores universales de nitrógeno. El 

nitrógeno anido y amino de la glutamina pueden ser utilizados en la síntesis de 

aminoácidos, mientras que el nitrógeno amidu puede ser usado también en la síntesis de 

nucleótidos, aminoazúcares y cofactores (1). En algunos microorganismos se ha propuesto a 

la glutamina como el correpresor del catabolismo nitrogenado. Así, de su concentración 

celular depende la regulación de la expresión genética de un gran número de enzimas del 

metabolismo nitrogenado (2,3). Su concentración determina también la utilización del 

nitrógeno del medio y la velocidad de síntesis y degradación de compuestos nitrogenados 

celulares. En Neurospora crassa y Saccharomyces cerevidae se ha sugerido que la síntesis y la 

degradación de la glutamina pueden ser puntos importantes de control para coordinar el 

metabolismo de nitrógeno y de carbono (4,5,6,7,8). 

LA SINTESIS DE LA GLUTAMINA. 

LA GLUTAMINO S1NTETASA: 

La síntesis de la glutamina es llevada a cabo por la glutamino sintetasa (GS) a partir 

de amonio y glutamato. En Escherichia cvii, la GS está sujeta a regulación alostérica por 
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varios productos finales del metabolismo de la glutanitna, se regula transcripcionalmente 

por NtrI3 y Ntte y postranscripcionalmente por adenilación (9,10,1.1,12). 

En las bacterias de la familia RhizolPiaceas, que incluye los géneros Rhizobium, 

Bradyrhizobium y Agrobacterium, se encuentran al menos dos isoformas de la GS (GS1 y GSII) 

con la excepción de Azorhizobium caulinodans que solo tiene una GS (13,14,15,16). 

La GS 1 está codificada por el gene ghlA y es estructural y enzimáticamente parecida 

de la GS de procariotes. Esta es una enzima polimérica de 12 subunidades idénticas de 52 

kDa cada una, se regula poslranscripcionalmente por aclenilación reversible, es 

termoestable a 50 °C y se sintetiza constitutivamente (17,18). Los genes ginA de Rhizobium 

mellloti, Rhizobium leguminosarum biovar viceae, Bradyrhizobium japonicum y R. c'tli han sido 

donados (19,20,21,22). Se ha secuenciado el gene ginA de Rhizobium kguminosarum, la 

proteína codificada por este gene presenta una secuencia de aminoácidos con alta 

homología a la de E. cok Azospirillnm brasitense y Anabaena variabilis (18,23,24). 

En contraste, la GSII es diferente a la GS de procariotes y no está sujeta a regulación 

postranscripcional. La GSM es una enzima que se regula por la fuente de nitrógeno en el 

medio y no se expresa en mutantes en nfrA o ttirC (1738,25,26). La GSII tiene 8 subunidades 

de 36 kDa cada una, es termolábil y está codificada por el gene gIn11. Este gene ha sido 

donado y secuenciado en R. meliloti, Bradyrhizobium japonicunt y R. kg:nir:asuran 

(25,27,28,29), Las proteínas codificadas por estos genes, presentan una secuencia de 
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aminoácidos con una similitud del 80% entre ellas v un 40% de similitud con varias 

secuencias de aminoácidos de GS de plantas y animales (25, 27,29). 

En R. tiieliloti y en R, 	se ha identificado un tercer gene, gin, que codifica para la 

GSM (26,30,31). Este gene no tiene similitud a nivel de DNA con ghifl, ni con gln11. Se ha 

encontrado que el gene ginT codifica para una proteína que tiene un peso molecular de 48 

kDa, presenta una alta afinidad por ATP, muy baja para glutamato y amonio (32). 

LA ASIMILACION Y DEGRADAC1ON DE LA GLUTAMINA. 

En la asimilación y en la degradación de la glutainina participan varias enzimas: las 

transamidasas, la oxidasa de L-aminoácidos, la glutamato sintasa, la vía de la transaminasa 

de glutamina-w-amidasa y la glutaminasa. 

LA TRANSAMIDASA: 

Las transamidasas son enzimas que catalizan la donación del grupo amido de la 

glutamina a un aceptor, dando como productos el aceptor con un grupo amino y 

glutamato; la mayoría de estas enzimas utilizan ATP. Así, el grupo amido de la glutamina 

es usado para la síntesis de los átomos de nitrógeno amido del NADO y de la asparagina, 

los átomos de nitrógeno 3 y 9 del anillo de purinas, los grupos aminos de la glucosamina, 

guanina, citosina, ácido p-aminobenzoico, el átomo de nitrógeno del carbamilfosfato, el 
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átomo de nitrógeno 'i del anillo del imidazol 	histidina y el átomo de nitrógeno del pirro' 

del triptofano (1). 

La transamidasa más estudiada es la carbamil fosfato sintetasa de E. t'oh, Esta enzima 

tiene un peso molecular de 163 kDa y está compuesta por dos subunidades, una subunidad 

pesada de 130 kDa y una subunidad ligera de 40 kDa. La subunidad pesada tiene los sitios 

de unión para amonio, bicarbonato, ATP y los efectores alostéricos UMP, IMP, «Mina y 

amonio. La subunidad ligera tiene el sitio de unión para el grupo y-glutamil de la 

glutamina. Aparentemente, las dos subunidades contribuyen a la unión de la glutamina 

debido a que la subunidad ligera, por separado, tiene una baja afinidad por glutamina. 

Cuando las subunidades están separadas, la subunidad pesada es capaz de catolizar la 

síntesis de carbamil fosfato a partir de amonio, pero no a partir de glutamina. La subunidad 

ligera cataliza la hidrólisis de la glutamina. Los aspectos estructurales y funcionales 

descritos para la carbamil fosfato sintetasa respecto al sitio de unión a la subunidad ligera 

son características generales de las transamidasas. Así, parece que el grupo amido de la 

glutamina se une a un sitio que se encuentra cerca de otro que une amonio (33,34). 

LAS OXIDASAS DE L-AMINOACIDOS: 

Las oxidasas de L-aminoácidos Matizan la desaminación oxidativa de los L-

aminoácidos a su correspondiente 2-oxoácido y amonio. En los microorganismos se han 

encontrado diversas oxidasas de L-aminoácidos que son diferentes en su especificidad a L- 
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aminoácidos. Estas han sido clasificadas de acuerdo a su especificidad para degradar 

aminoácidos, así, existen oxidasas de L-aminoácidos que se caracterizan por su limitada 

especificidad por el sustrato, como la oxidasa de L-lisina de Trichodernm viritle, la oxidasa de 

fenilalanina de Nefill01110110, la oxidasa de L-glutamato de Streptomyrs violascens y 

Streptomyces sp, la oxidasa de L-cisteina de Neisseria meningitidis y la oxidasa de L- 

aminoácidos de Anacystis nidulans. 

Otras oxidasas de L-aminoácidos se caracterizan por su amplia especificidad de 

sustrato, como la oxidasa de fenilalanina de Proteus mirabais, la oxidasa de L-aminoácidos 

de Awphiora crassissima, Corenebacterium, Neurospora y Proteus rettgeri. En este grupo también 

se encuentra la oxidasa de veneno de víbora y la de riñón de rata (35,36). 

Proteus rettgeri tiene dos oxidasas de L-aminoácidos, la oxidasa I que utiliza corno 

mejores sustratos a los compuestos aromáticos, compuestos con grupo sulfuro, imino y 13-

hidroxi-L-aminoácidos. Esta enzima es termoestable y tiene un pH óptimo de 7.6. La 

oxidasa II que utiliza como mejores sustratos la L-arginina, L-histidina, L-ornitina, L-lisina 

y L-citrulina. Esta enzima tiene alta afinidad por arginina, es termoestable y tiene un pH 

óptimo de 7.9 (37). 
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LA GLUTAMATO SINTASA: 

La glutamato sintasa (GOGAT) es una transamidasa que (-dializa la transamidación 

reductiva de la glutamina con el 2-oxoglutarato para dar dos moléculas de glutamato. Esta 

enzima sólo se encuentra en microorganismos y plantas (38,39,40,41). 

En Klebsiella aerogenes se encontró, mediante la caracterización de mutantes sin la 

actividad de la GOGAT que esta enzima es esencial para el crecimiento en medios con 

amonio a una concentración menor a 1 mlvl. La síntesis de la GOGAT es controlada por 

represión: un decremento en los niveles de amonio o de glutamina conducen a una rápida 

síntesis de esta enzima. Se ha sugerido que la función de la GOGAT en K. ~genes es la de 

suplementar a la célula glutamato en condiciones de limitación de nitrógeno (42). 

En Sahnonella typhhiuirium, los genes estructurales de la GOGAT se encuentran en 

un operón que comprende los genes gitI3 que codifica para la subunidad grande de la 

glutamato sintasa y el gene gni) que codifica para la subunidad pequeña. La regulación de 

la GOGAT en S. typhimurium es compleja debido a que los niveles de la actividad 

disminuyen en diferentes condiciones de crecimiento: en glutamato corno fuente de 

nitrógeno, en limitación de glutamina o de glutamato. Se sugiere que en S. typhimurium la 

función de la GOGAT es sintetizar glutamato en limitación de nitrógeno, al igual que en K. 

aerogenes (43). 

En E. con la GOGAT está compuesta de 4 dímeros, cada dímero consiste de 2 

diferentes subunidades con peso molecular de 53 y 135 kDa. La actividad óptima de la 
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GOGAT es a piE de 7.0. Los niveles de actividad se encuentran altos en medios mínimos 

suplementados con amonio y son independientes de la concentración de amonio. La 

actividad de esta enzima es inhibida por algunos aminoácidos (12,44) y se reprime por 

glutamato. Los genes de la GOGAT de E. col! forman parte del operón glIBDF que 

comprende dos genes estructurales gliR y gltD y un tercer gene regulatorio pi' (45). 

La GOGAT de Bacillus subtilis se regula por la fuente de nitrógeno en el medio de 

crecimiento, posiblemente se regula por un gene-especifíco regulador que responde a la 

poza intracelular de amonio o de glutamato o de ambos, En B. subtilis se donaron los genes 

gltA y gltB, que codifican para dos subunidades de la GOGAT, mediante la 

compleinentación de mutantes con un banco de B. subtilis (46). 

La GOGAT de R. meliloti es una enzima esencial para asimilar amonio, se encuentra 

alta independientemente de la concentración de amonio (47). Mutantes afectadas en la 

actividad de la GOGAT son incapaces de asimilar amonio y requieren glutamato u otra 

fuente de nitrógeno combinada para crecer. Se ha donado el locus glt que codifica para la 

GOGAT en R. meliloti (48) y en Azorhizobisou sesbiuiac (49), este locus es estructuralmente 

similar al locus glt de E. coli (44). 

La actividad de la GOGAT en R. eill requiere como cofactor al NADPFI, se reprime 

por glutamato y se inhibe por ácidos orgánicos. Esta actividad se encuentra alta cuando R. 

etli crece en amonio, nitrato o glutamina como fuente de nitrógeno. En cambio, cuando 

utiliza glutamato como fuente de nitrógeno, la actividad de esta enzima es baja. La 
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actividad de la GOGAT se encuentra cuatro veces más alta cuando R. t'tIi utiliza succinato 

como fuente de carbono que cuando utiliza glucosa o fructosa. Estos datos se obtuvieron 

utilizando extractos sin dializar; en extractos dializados la actividad es similar en estas 

condiciones, por lo que se propone un efecto inhibitorio de metabolitos (17). 

LA VIA DE LA TRANSAMINASA DE CU" fAMINA-w-AMIDASA: 

La transaminasa de glutamina cataliza la reacción de la transaminación entre la 

glutamina y diversos 2-oxoácidos. El 2-oxoglutaramato producido por la transaminación 

de la glutamina es hidrolizado por una o)-amidasa a 2-oxoglutarato y amonio. La reacción 

catalizada por la transaminasa de glutamina, a diferencia de otras transaminasas es 

irreversible in vivo, debido a que uno de los productos de la reacción, el 2-oxoglutaramato, 

no se acumula porque es hidrolizado por la w-ainidasa (50,51). 

La transaminasa de glutamina ha sido ampliamente estudiada en mamíferos. Se han 

reportado tres diferentes transaminasas de glutamina que difieren esencialmente en su 

especificidad por diferentes 2-oxoácidos y su localización intracelular. Una de ellas es la 

transaminasa de glutamina de hígado (L), cuyos mejores sustratos son la glutamina, la 

metionina, a-teto-y-metilbutirato, fi-mercaptopiruvato y glioxalato. Otra es la transaminasa 

de glutamina de riñón (K), presente en el citosol, cuyos mejores sustratos son la glutamina, 

fenilalanina, y los correspondientes 2-oxoácidos. La tercera es la transaminasa de riñón, 

presente en la mitocondria, que difiere de la otra transaminasa de riñón en ciertas 
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propiedades físicas (52,53,54,55). La actividad de la w-amidasa también ha sido encontrada 

en tejidos de mamíferos (55,56,57). 

La vía de la transaminasa de la glutamina-w-amidasa ha sido reportada en N. crasa 

como la vía que preferencialmente degrada la glutamina, debido a que en este hongo no se 

detectó la actividad de la glutaminasa (5,58,59). 

En S. cerevisiae también ha sido estudiada la vía de la transaminasa de glutamina y la 

w-amidasa. En este microorganismo la actividad de la transaminasa de glutamina se 

incrementa en la presencia de &Minina y se disminuye en presencia de lisina o glicina; se 

sugiere que la glicina puede ser sintetizada por esta vía y que la glutamina modula 

positivamente su actividad (60,61). 

LA GLUTAMINASA: 

Las glutaminasas son enzimas que catalizan la desamidación hidrolítica de la 

glutamina, dando como productos glutamato y amonio. Se ha reportada que E. coli tiene 

dos isozimas que se distinguen por su pH óptimo; la glutaminasa A tiene un pi-1 óptimo de 

5, mientras que la glutaminasa 13 tiene un pH óptimo de 7 (62,63). 

En Saccharontyces cerevisiae también se han reportado dos isozimas, una periplásmica, 

la glutaminasa A y una citoplásmica, la glutaminasa B. Estas isozimas se distinguen por su 

termoestabilidad, su sensibilidad a piruvato y 2-oxoglutarato y por su pH óptimo (64). 
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En Bacillus //cho/O/mis se ha reportado la actividad de la glutaminasa y se sugiere la 

existencia de dos isozintas, una con un pUl óptimo de 7.0 y otra con un pi I óptimo de 9.0 

(65). La glutaminasa también ha sido reportada en bacteroid9s de Rhizobium lupini (66,67). 

En mamíferos se ha reportado la existencia de dos isoenzimas distintas. La 

glutaminasa de hígado, encontrada únicamente en hígado de rata adulta y la glutam Masa 

de riñón encontrada en riñón, cerebro, intestino y en hígado de feto de rata. El aislamiento 

y caracterización del cDNA de las glutaminasas muestra un 80% de homología entre Lis 

secuencias de aminoácidos de las dos istwiizimnas. Estas isoenzimas difieren marcadamente 

en su tamaño, propiedades físicas, i17munoquíIllicas y en su regulación. El patrón de 

similitud entre las dos isozimas sugiere que probablemente son codificadas por genes 

separados (68). 

Dado al papel central que tiene la glutamina en el metabolismo nitrogenado (-1,2,3) y 

a que la glutamina puede tener un papel en coordinar el metabolismo de nitrógeno y el 

metabolismo de carbono (4,5,6,7,8), nosotros hemos estudiado la degradación de la 

glutamina en R. culi, un microorganismo de gran interés biotecnológico para nuestro pais 

debido a que fija nitrógeno en simbiosis con la leguminosa Phaseolus vulgaris (frijol). 

En R. etli ta glutamina es asimilada por la GOGAT y sintetizada por la GS (17). 

Nuestros estudios han demostrado que la glutamina es degradada por la vía de la 

transaminasa de glutamina-to-amidasa y por la glutaminasa (Fig. 1). 
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Fig. 1. La asimilación de la glutamina en Ritizobium etli. 

Para demostrar el papel de la glutarninasa en R. etli, se aisló y se caracterizó una 

mutante de R. etli que no puede crecer en glutarnina corno fuente de carbono y nitrógeno y 

crece óptimamente en otras fuentes de carbono y de nitrógeno. 

14 



OBJETIVO GENERAL: 

Conocer el papel fisiológico de la glutaminasa en Rhizobium 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

I. Aislar y caracterizar una cepa de R. elli que carezca de la actividad de la glutaminasa. 

2. Clonar el gene que codifica para la glutaminasa en Rhizobium 

3. Caracterizar la cepa con el plásmido que tiene donado el gene que codifica para la 

glutaminasa. 
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RESULTADOS. 

Los resultados sobre la degradación de la glutamina en R. etli, se publicaron en 

Microbiology (1995), 141, 589-595. El título de este trabajo es: 'Role of the glutamine 

transaminase-co-amidase pathway and glutaminase in glutamine degradation in Rhizobium 

etli". Los autores son Socorro Durán and Jorge Calderón. 

Los resultados sobre el papel de la glutarninasa en R. etli seran publicados en 

Microbiology (1995), 000-000. El titulo de este trabajo es: 'The role of glutaminase in 

Rhizobitim 	studies with a new mutad'. Los autores son Socorro Durán Gisela Du Pont, 

Alejandra Huerta-Zepeda and Jorge Calderón, 
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Role of the glutamine transaminase-o-amidase 
pathway and glutaminase in glutamine 
degradation in Rhizobium etli 
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Evidente for the participation of the glutamine transaminase-vi-amiciase 
pathway ami a glutaminase in the utilization of glutamine in Rhisobium etli 
has been obtained. The glutamine transaminase preferentially transaminates 
glyoxylate and pyruvate. Glutamine transaminase activity was similar under 
alt growth conditions tested except on PY (rich medium} where it was low. 
Glutaminase activity was positively regulated by glutamine and negativety 
reguiated by ammonium and by the carbon source. In R. etli bacteroids, 
glutamine transaminase was low, whereas glutaminase activity was high. 
Ammonium liberated from glutamine was assimilated by glutamine synthase, 
thus leading to the operation of a glutamine cycle that consumes ATP. Our 
results suggest that glutamine transaminase plays a biosynthetic role in the 
irreversible synthesis of glycine and alanine, whereas glutaminase plays a 
catabolic role in the degradation of glutamine to carbon skeletons and to 
maintain the optima, balance between glutamine and glutamate. The high 
glutaminase activity found in bacteroids indicates that the degradation of 
glutamine by this enzyme may play an important role during symblosis 
between R. «II and M'atenían vulgaris. 

r.- 

Keywords; Ri)zobillin rt/i, giutaminv transaniinam:, 	 giutaniinaw, catitholisin, 
symhirisi, 

INTRODUCTION 

Glutamine is the final product of arnoloniuni assimilat ion 
and is a nitrogen donar for biosynthetic reactions 
(Stadttnan, 1973). Ir has been proposed as the nitrogen 
metabulite responsible for nitrogen eatabolite repression 
in severa! micro-organisms (I lalpern, 1988) and conse-
quently glutamine has a central role in nitrogen metab-
olistn. 

Glutamine is synthesized by glutamine synt base (GS) 
from ammoniurn and giutamate. In Rbizobia, ammonium 
assimilation proceeds mainlv through the GS--giutamate 
sytuhase pathway (Bravo & Mora, 1988), The family 
Rbizolliarear, which includes genera such as Ithizobian;, 
Brarb.rhizabiam and .,kgroliarterium is distinct from othcr 
bacteria in that its members have at least twu f(.11115 ofGS 
(Darrow & Knotts, 1977; l'uchs & Keíster, 1980; Kutnar 

AbbreVietiong: ADA, (arninooxy)acetic asid; DON, 6-diat0.5-oxo'nor-
leucine; GS, glutamine synthase; MS, 1.-methionine-u-sulfoximine; 
peptone yeast medium. 

0001-9469 47. 199S SGM  

& Rail, 198(x ;1'supurtin et al., 1987) with the exception oí 
.•Izorbizobium iartlinodans (1)onald & 	1984). The 
fuma tern ed GS1 is structurally and enzymically typical Uf 
prokarytnic GSs, os activity is post-translationally regu-
lated by reversible adenylylation and it appears tu he 
svnthesized constitutively (Bravo & Nlora, 1988; Rossi et 
al., 1989). lo contrast, GSIi is distinct from all other 
known prokaryotic GSs and is nut subject.  tu adenyt-
ylation; GSI I Icvels are dependan un the nitrogen source 
prestan in the medium and it is not expressed in either 
ntr.-1 nr ourC: mutants (Bravo & Mora, 1988; de Ilruíjn et 
al., 1989; Manta et al., 1988; Rnssbach rl al., 1987; Rossi 
el al., 1989; Shaters el al., 1989). A third !ocias, caliedxhir, 
that encodes a GS111 has been idelltified in R. melilali, 
..-1,1,1rolyachrium himnario:1 and R. le.guminosaram by. phastoli 
((:hitaritzzi el al., 1992; de 11rtnirt et al., 1989; I spitt el al., 
1990; Shaters et al., 1993). 

Although glutamine svnthesis has been studied in Rhi-
zollium, glutamine degradatiun has been scarcely studicd, 
despite the fact that the intratenular glutamine con-
centration is the resuir of its sytuhesis and degradation. 
Taking finto account the importante uf glutamine tnetab- 
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s. ot R \ And 1.r st.oisti\ 

sve det- i tu soulv the degradation of glutamine 
in Rhizfibium rtli, a haciet.ium that establishcs symhiosis 

rallarir {lean) (Scgi n'U el al.,  1093), 

1-mtlenee for the 1)i:ration of the glutamine trans-
aminaw vi-antidase path wav in inaturnalian cells has been 
amply (14,etimented hE Cooper & Nleister (107'). In this 
pathway, glutamine is transa:ni:1;111:d ro vield dilferent 
amino ;withs and loxogiutaramate through the partici-
pio ion (.1 a glutamine transaminase; subsequenth•, the 2- 
osogiutaramate is hydrolvsed 	2-14xogitilarate and 

aman mutila by the actintt (1 an cipamidase. There are three 
separare forms of glutamine transaminase in rat rissues; 
(a) the soluble L.-form (liver) whose maior substraes 
include glutamine, methionine, 2-ketti-y-methi(ilbutvrate, 
2-osoglutararnate, ibinercaptopyruvate and glyoxylate; 
(h) the soluble li-forin (kitiev) whose maior stibst tares 
inctude glutamine, phenvIalanine, methionine and the 
corresponding loxo-acids; and (e) the mitocliondrial K-
form which differs from the soluble t'orín with respect tu 
certain physical properties (Cooper & 'teistcr, 1981). The 
presence of glutamine transaminase- u)-anudase los leen 
reponed in N eurnspora transa, .Vattbaromytts terevistae 

and ti.rdlerkbia oh (Calderón et al., 1985; Soberón & 
1.9(. 1n: diez, 1987; [-hurto et al., 1993). In N. erassa the gluta-
mine transaminase-m•amidase pathway has heen found 
tu participare in a glutamine cycle in which this amino 
acid is eontintiallv clegraded and resynthesized ((:aldcrón 
rt al., 1989; Calderón & Mora, 1985, 1989), 

Glutaminases caralvse the hvdrolytic deamidatiun uf 
glutamine resulting in the production of t.-glutantate anca 
ammonium. Two glutarninases have leen detected in 
manunatian tissues: 1.-type glutaminase, which is found 
onlv in adult liver and is characterized by a reIativels. high 
K„, for glutamine, a low Km  for phosphate, activation by 
ammonia and lacio of inhibition bv glutarnate; and K-type 
glutaminase, found in all other glutarninase-containing 
tissues, with a retad vely low Km  for glutamine, a high K„, 

for phosphate and which is inhibited by glutainate, The 
glutaminases are the major enzymes respunsible for 
glutamine breakdown in mammalian tissucs (Smith & 
',Vatford, 1990). Glutaminases have heen detected in 
sereral bacterial genera (llaman, 1971) and in bacteroids 
of Rbilybiuttt lupini (Kretovieh el al., 1981) bus the hest 
characterized glutaminases are thosc from E. (ah, whcre 
twu forms exist, glutaminase A and B (Prusiner, 1973). 
Glutarninase A has a 1)11 optimurn of 5 and its activity is 
cuntrolled by nitrogen mctabolites and cyclic AN1P. In 
contrast, gtutantinase 1i is active aboye pl I 7, its activity is 
rnicroconstitutive and it is allostericatly regutated bv 
adenine nucleotides, divalent cations and carboxvlic acíds 
(Prusiner, 1973), In this report we ptesent eridence of the 
operation of the glutamine transaminase-tu-arnidase par h-
way and glutaminase in the degradation of glutamine in 
R, <ti/. \X'e have also determincd the 2-oxtbacid speciticit v 
of glutamine transarninase, the glutamine transaminase 
and glutaminase regulation, and decir enzymic activities in 
bacteroids. In addítion we found that when R.. etli grows 
un glutamine plus succinate, the ammonium liberated 
from glutamine is assimilated by GS, 
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METHODS 

Strains. .111t: 1:41,-,:wimirli ah ( 	\ -12 Wiid 	 pftWigi,,15 

E ifir:obba,/,' 	 plidiroli,w As u sil; in dos 
study (1e}!nvt t (1 al., 19'11). 

Growth conditions. 1  (limites fif it. rth werc grown at 

Silal.i.11 .11 2110 r.p.m. lin gr,pwth 4 Vil in111111131 ntedilltn 

(\I\1; (lieringer, 	vals previonsly gro o.vn tivernight ten a 
Tia mcdium (1)\') ct,ntaining11-5 " peptt me, 	veas: ex t ract 
and ¡lar N1 ( 	ere wa,bed and used as inoculion. The initial 

den,:itv ,it tate medium was aditilted t,• 	,it  540 
The nitrogcn and tarbon sourct h in MM \vere used al 10 rnM, 
except for ghcer,i1 whith was 2%, (v/v). Growth was nioni-
tored hv ineasurement nt the optieal densas' at 54(1 1101 and lw 
pronein dere rIni11:0111,n tistne the 1.41W ty 

Determination of glutamine transaminase activity. Cell ex-
trac ts  acre prepao,-.<1  by ,:onicattng whole celis in extraction 
buffer (50 niM pyr,phosphai e. pli 8.5) with a Sinuprep 150 
ult tasi une dkilitegratur; die itdirinigenates viere Centidnged for 

2 men ft)1>n) temperature in a intcrocentrifuge and dialyscil for 
2 h against extracti, butfer ir 4 C. The activity was measurcil 
in a 41-5 ml reaction nn \nue ciituaining 150 triM slidium tintine 
(p1-1 8.5), 20 mM glmanune, 211 inM givoxviate, 0.6 

I'tturteucine (1)(3:\:„ 	t'Al pYridoxat 5.phospliate, 
and 01 mi rr11 este.her. When glutamine transaminase activity 
N.V;1c assayed with 2tixo-acids tilden:tu from givosstate, diese 
were used at a ronce:in-anon ni 211 mM except for /1-phens.1• 
pyruvate and imitlazolepyrioate (batir .11 111 tnN1)  and 1-
intiolei-9rtivate (at 5 'DNI:, The lormation nf 2-osoglutaramate 
was determine.) oiiur,ntctricalls as described 	Calder.,n ol al. 

(198 5)• The t trmatiun oí giycinc was ricternlinctl With an 

Arninco .1mini o Acid Analv,cr and an ,ltninct, Ratio tildo lri• 

meter ano- coulding with ophdialaidebyde (caldenin el al., 

1985), 

Determination of eramidase activity, 	umraos were 
prepared in extraetion huift:r :"50 mNI Tris/11(1, lo rn.N1 2-
mercar wthanoi) as desctibcd aboye. The activity was incas-
ured in a 1 ml reaction mixture c(intaining SU mN1 Tris/liCi. 
1 m!,1 2-inertapsoethamil, p11 8,5, 111 mM 	iglutaratnate 
and 0•2 oil ea extrae,. The formation uf 2.oxoglutarate .ind 

were dctertnined as described he \Unte (19'0). 

Determination of glutaminase activity. 	extracts were 
prepare() in extraction butkr (((tu sul,S1 K11,1)(31, p11 8, t'or  rho 
colorimetric tietermination oí atnninium, :ir 20(1 mN1 Tris/ 
1-10,pif 8, t, ir the determination of glutamine and glutamate) 
deserihed ahoye. Ammonium for rnation was asnas cd in a 125 mi 
teution mixture containing 30 iuM 1:11,1k),, plt 8, 5 tu \I 
glutamine and 0•115 ml ccli estraet. Ainmonium formation was 
measured as descrihed by Chaney & Nlarbacit (1964 and \Une 
(197(1). The Lulli./anon uf glutamine and the formation of 
glutaniate was assayed in a 1 tul reaction mixture containing 
40 ntM '1 ris/1 iC1, pl-i 8,5 niM glutamine and 0.2 ml ceilextract". 
Glutamine and glutamine were determine() with an !tunco 
i‘mino Acid Analvser and an Aminco Ratio Fluoritucter atter 
coupling with o-phthalahlehyde (Calderón et al, 1985). 

Determination of GS activity. (.iS act iv it y was assayed with coal 
extracts prepared 1y sonicating the cetls in 10 141 Unida/a& 
hydrochloricie and 43.5 mM EDTA (p) 17.0), GS was measured 

its synthase activity as describe() by Berider et al. (1977). t',S1 
and II were thstingilishcd 	their ditrerent kat stabilities titr 
1 h at 50 °C as described be Darrow & Knots (1977), 

Determination of glutamate synthase activity. Cell extracts 
were prepare() in extraction huticr (1110 mi MI and 0.50,., 2- 
•netcaptt Hmhanid. 1.5117.61 as tiescrihed aboye. '11w activiiv svas 
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Glarainioe degradan, in etit.vine,  nl 1(1,izniqutti t.i/t 

nteasured in a (nil rractii in ilusione containaw 	arM 1111'1s. 
1"0 (% /s. ) 2•Inereaptoethanol, pll 11.5. 3.65 11151 glutamine. 
3 inNI 2-ostrgItitarae,11.:! inNI N; I DPI 1. anta it I ini Cell c [riel 
\,li)l'I1 osidatom was devermined spectroplurronnetricallt ir 

3,10 fin at 3u Q(: (Bravo & N'ora, 19}18). 

Ammonium determination. ci Inceill hui, in in ine- 
(111.1111 S:11111ples was ineasured with an 1 ► elan eleci rol.. (Calderón 
& Mirra, 1989), 

8acteroid isolation. Isacieruitis ;ro. rtn rola ni billikti 11.  i'! 1.irulrra 
ivriGfirif were isolated 	self generating Percoll gradients 
as descrihed hy lit:that:1r rl trl. 11981). 1 CHI& (\t 	was 
prepared hv gently erushing g nudules with a morra amt 
pesile in 15 ml grinding buffer OSO nrNI NaCI and 511 niNI 

pil 7-6). The crudo lit murgenare was tiltereil through 
Mur layersof cheesecloth and the resida,: Washed with adtlil lunar 
grintling buffer. The fiiiercd crutle extraer was eentrifuged for 
5 111111 ar .10011 r.p.m. (1.1•20 fixed ;ingle rotor, ileckman 
hist runiems) for 3 ruin .114 `C, the supcmatant was 	rifuget1 
again for 15 ruin at 150011 r.p.m. ;Ititi the pelle[ was restispentleil 
in 2 mi grinding buffer. 	50 mi poly.carbonaie centrtfug... tulle 
was 	with 24.5 tul Pe:toril concentrare, 3 5 ml 5(10 
kli.21)()4  plus I'5 M NaC1, pl 1 7.6, atol 7 ml 11,1) giviag a !Mal 
(onceno-anon of 70% (v/v) Percoll. One miililitre of extraer 
was layerecl on the ittp of tire gradient. The lidie was ceta r ifugeti 
for 50 min 	2o0114) 	Tlw bacteroids were etilleeted hr 
suetion with a Pasteur pipeite, Percoll was renuived liv elthiting 
the bacteroid fraction 1:10 with 150 niNI Nal3 anal 511  un 
N1121'01, p1-1 7.6, and centriftiged for 21) min at 15000 r.p.m. 
The pellet was resusperiderl in 2 ml extraction buffer. 

RESULTS 

Glutamine transaminase-w-amidase pathway 

The swiehimneirv of glutamine transaminase activas' is 
shown in Table I. 'Fransaminase was measured in the 
presence of DON, ítn inhibitor of fu-amtdase 

Utile 1. Stoichiometry of R. etli glutamine transaminase 
with glyoxylate 

Assay condi:ion 

Complete system 

Specitie 
activity 

1161- 

Corren (pniol)* 

Glyeine 2-0xoglutaramate 

1.0 	 i 
Widuntt glutamine < D 5t < 004 < 11.0.1 

glyoxylate <0.5f <11.04 < 0.0.1 
l'Ithout extraer < 0.51. < 004 < (11)4 
With 10 1-01 20..1 3.01. O 3 (1.3 
With MIS without 
glutamine 

1 0%1 < 0.04 

Mti 11,4$ 1.1 
With glutarnate 8.3t 0.8 < n.114 

1Viii hl I ur 	g11.11.1111ille 

With glutamate 19.61: 1.9 1.2 

The prOdll CI h 	glycine anca 2-oxogiu1araniale ..vas determine'. 
al 15 mar and the assay mixture contained 2.15 mg of dialyset 
extract from rens grown on glutamine plus suceinaie for 1.1 Ir, 

Esptessed as mmil 2-oxoglutarimate min I (mg ',rotulo -, 
Expressed 	muirlglycine ario 1  Ortg, proleim  

rabie 2. R. etli glutamine transaminase activity with 
different 2.oxo-acids as substrato 

l'.r1/'.ene actl% 111 W.1% 	vil from estratt olitained from ft. ,t/t 
eulories gtoun ttn ghitaintor plus suceinaie 6o 1.3 it  

2•Chio-iteit1 	 Relative 
activity 

(%) 

which alitms :,primal tiecumulation rrf 2.t oxoglutarainate 
((:altlerém et id., 1985). The amounts uf 2-• 
and glvcine forma tn the complete assay were similar, 
and in the absence t1f either suhstrate, glutamine 111" 
glyoxylate, neither 2-oxogluraramatc nor gl)cine were 
detected. The reaction was inhibited hy (aminoosy)aectic 
acid (A()A), a specifie inhibitor of transaminases, but 
DON (lid not have any d'u, on the activits.. 1. 
Methilunne-D1.-sult-trimine (N1S), a glutamine analogue 
and subst tate ni glutamine transaminascs (C:aldertla ct 411., 
1900; C;ritlitit & Nleister, 19781, is also a subst rale Id the 
R. et/i cazyme since the ainount ni 2-arxtiglutaramate 
formed wa. red 	t Wcdt )1d, WIICITliti the rormationi nt 

Oreare ;vas similar when this comptrund ;Vas prescnt in 
the reaction. In contras:, when glutamate was present in 
the reaetion, the formatitm nf glycine was the sant Id-  that 
formo.' when [hese lupino acids were used separatcly, 
whereas the formation of 2-oxoglutaramate clic" not 
change (Table 1), nese data indicare that glutamine 
transtuninase is not alele ti) utilize glutamate as a 'substrato. 

Glutamine transaminase was assayed ‘Yttir dilferent 2- oxo-
neids as substraes ("rabie 2): the highest activas-  was 

nind with glyoxylate followed by 1lyruvat e.  

Wc ;liso nitrad contlitiuns lin the t•anapleil Kik 
glutamine transaininaw and ta-ainidase, measuring the 
glyoxylate-depenctent release of anuarmiuni from glu-
tamine. This activity corresponds lo abolir 5(1% of the 
:lelilí: y round ior glutamine transaminase (data not 
shown). 

The stoicluontet 	w-aruidase ;tett rit is shown 	Taide 
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Asi,i wentilition 	SpecU 	Concti (Isnot},  
uctivity 	• 
(nniol 	Ainnittri bit» 

untoninliunli 

mili 1  (mg 
protejo) 11 

1 fltItlete •;y51,311 
	

4.8 	ti.32 	u 29 

lX IIlNNIi 2.0x41- 	 <¿,'S 	«i.03 	<11.113 

.1.11111~3w 

Fig. 2. R. etti glutatninase activity after 24 h of growth under 
different growth conditions. Ahhreviations as for Fig. t. 
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rabie 3. Stoichiornetry of R. etli vi-amidase 

/111i5,11 emulo < 	111.3 < 0.03 < 0.111 

I\ 111 .50 ttIN1 17( < tt•S < 114'13 < 11.03 

SX %di lit InN1 :10.1 4.8 (1'32 ' 

"111(. proilitetton IIt anlllsnlllum an te 2-iuielburAte %len: de. 
Hm:4.d A t 211111in And dyc Ahwal 1111‘1 %Jiu Cont.iining 1.3ft mg oí 

kii.111  '01  C‘trall ironi 0.11% Vr"lk.11 1111 glot.ttntac plus NtiCt 1(1.tit for 
14 

f 1( 4.1 tnterfereti with the n1:1%111111%11%1 un u 2-1)%ogilitlt.ttr. 

canuto sinirce, glutamine plus succione, ammonitint 
plus suctinate, -.11111114111.1111rl plus gluct tse, ammonium plus 
succinate plus alanine, ammoniurn plus succinate plus 
aspartatc and l'Y), transaminase atoen.. 11'3S similar 

lappros. l3 no» min' 1  (mg NI t'in) 	escept in the rich 
IT1C11141/11 (1111. ) when: it was low 14.0 01)1(11 mirui (mg 
protein) 

Gfutaminase 

lo the stoichtometry oí glutarninase anivity in the 
complete assits., the amt ruin (II- glutamine that tiís.appeared 

(441 pinol) was similar tu the amount rtf anunoniunq 
(4.( pinol) and glutamine (5.0 µmol) formed, and the 
reaction was dependetu un the sithstrate glutamine and 
the cell extraet (data not shown). 

Glutamittase 	 was studied 	examining the 
ingluence of nutrir iimal conditions and oí eulture growth. 
This activity 1x115 markedly atfected by the growth stage. 
Activit was high atter R h of growth (Fig., 1), diminished 
atter 12 h i f growth, exccpt on inedia cnntaining glu-
tamine, glutamine plus suceinate or glutamine plus 
suceinate (data not shown), and was 	atter 24 h uf 
growth (Fig. 2). .'‘fter 24 h of growth, glutaminase 
activity was high onlv under eimilitions when: glutamine 
was nitrogen and carhon souree and on glutaminc plus 
succinate (l'ig, 2), 

When K, ttli was grown un ainint,acids surh as asparagine 
or aspartate ter glutamine, with or without suecinate, 
glotaminase activities viere Power after 2411 of growth 
than when glutamine was present in the growth medium. 
Glutaminase activity was lower un glutamine plus another 
carhon source than when the Inter was ahscnt, and was 
higher on glutamine plus succinate than un glutamine 
plus glycerol or glutamine plus glucose. Gluraminase 

_ 	. 
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• E 

E se 

(72 "t3 
E 
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• 

100; 

Fig. 1. R. etti glutaminase activity after 8 h of growth under 
different growth conditions. Asn, asparagine; Asp, aspartate; 
Gin, glutamine; Glu, glutamate; Gly, glycerol; glu, glucose; Suc, 
succinate. 

3. In the complete assay, the amounts of anunonikun and 
2-oxoglutarate forme(' viere similar and in the absence of 
loxoglutaramate, ncithcr ammonium flor 2-oxoglutarate 
wcrc detected. The reaction was itthihited hy DON but 
AOA did not have any ettect (.111 activity (Table 3). 

Glutamine transarninase regulation was studied ro analyse 
the participation uf ibis ettivnte in the degradation nt 
glutamine and in the synthesis of some atine[ acids, 
found that glutamine transarninase activity was similar 
during ditretent gramil stagcs (data not shown). Under 
the culture conditions tested (glutamine as nitrogen and 

. 	.. 
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activ ny un glutamine plus succinate ur glutamine plus 
,termite was reduced hy the presence oí ammonium, 
Gluniminase activity was low when R. tik was grown on 

ale inurganic !lit rogen SOUrCe 	 anunonium or 

nitrate in a rich niedium suele as I'V (Figs 1 and 2). 

When R. etli was grown for 12 h un glutamine as nit rt igen 
and criaron source, it excreted higlwr amounts of am- 
monium M.7 ruNI) iban when it was graven on glutamine 
plus succinate 01413 nt;11). Since glutamine transaminase 
and glutarninase activities viere 	 under diese 
eonditions, we measured GS that could he participat ing in 
the assimilation uf anuminium liberated from glutamine 
when it. ¡gil was grown un glutamine plus succinate. (iSI 
activity was twufold higher un glutamine plus succinate 
123 tuno! min ."' (mg proteen)-11 than un glutamine as 
nitrogen and carbun m'urce 112 nmul nein-  ' (mg pro 

tein) 11. and GSII activity un glutamine plus succinate 

was twoUild higher 144 nmul ruin - ' (mg protein)-11 than 
(;Sl, whereas un glutamine as nit rugen and carbun source 
it was not detectable. We measured ammonitim excretion 
un glutamine plus succinate plus MS, an inhibitur oí (;S 
(Ronzio & Meister, 1968), and found that R. rtliexcreted 

sixfold more anininnitim than on glutamine plus succinate 

((1'37 niM). 	results indican, that when R. etli grows 
un glutamine plus succinate, the ammonium libe:ratea 
from glutamine is assimilated by GS, thus leading, tu the 
operados oí a glutamine evcle. 

Glutamine transaminase, oramidase and glutaminase 
activities of bacteroids from R. etil 

'1'0 analyse the role ni glutamine-degrading en mes in 
traer eroids, 14. rili bacteroids viere isolated utilizing a self-
generating Percull gradient (Reibach et al., 1981) and the 
glutamine-deg,radative enzyme activities \vete deter-
mined. Glutarnine transaminase activity was low in 
bacteroids 1.3.1 nmol mito -' (mg protein)-  '1 in ctimparison 
with the activity found in bacteria 113 nmol nein-- ' (mg 
protein)-'1; w-arntelase had similar activitr tu that iound 
when 14. etfignrws un glutamine plus succinate 14.8 nmol 
min .  (mg protein)" 1 1, white &Eliminase activity was the 
highest clegratiative enzyme activity founct in bacteroids 
164 mutat min' (mg protein)-11. This activity was as high 
as that found aína 8 h of growth when R. eth gruws un 
glutamine plus succinate 168 nmol 	(mg prutein)-11. 
Gtutamate svnthase was also determined in bacteroids, 
sinee deis enzyme uses glutamine and 2-oxoglutarate tu 
synthesize 2 motecules of glutamate. Giutamate svenhase 
actiyity in bacteroids was as low 1.1.6 nnitil min-1  (nig 
proiein).. 11 as glutamine transaminase and was 4.5-fuld 
luwer tima that round when 11. etti grows un ammunium 
plus succinate 127 tuno! rolo- ' (mg protein)-  '1. 

DiSCUSSION 

Glutamine transaminase 

In dais sttady we llave demonstrated the presence uf 
transaminase activity bctween glutamine and g,Iyoxylate 
in R. eth that leads t;,the formation uf glycine and 2-

. 

trorglutarainate. Giutarnme transaminase can use MS, 

glutamine analtil,tue and subserate of manunalian and 

tratsa glutamine eransaminases (Calderón rt al., i990 ; 

(;r oli t  11  & tomer, 1978). That ibis enzvine is ditterent 

from g,lutanutre transarninase is shows by the filo that 
specitíc transaminase activity assayed in the presence tif 
glutamine ami glutamine correspunds tu the sum of the 
activities assayed separatelv (Tall: 1). Under glutamine 
transaminase assay contlititins, ut-arnitlitse is ata active 
since the minan( uf 2.1oxtiglutaraillate furmed was similar 

in the absettee or presence of 	/lti and was also similar tu 

the formation nt glItine. Nevettheless, we found con 
tlitions under whirh the cinipled ate ivitv nf glutamine 
transaminase and oi•arnidase (data mit shuwn), and the 
activity nt ru-amitlase (rabie 3) ct tutti he tiwasured. 

(glutamine transaminase uses the 2-1>X1)-aridS 

and pyrtivate as substrates preferentially. The speciticiiv 

uf It. etli glutamine transaminase for difierent oxo-acitts 

suggests the presence flf imlr une glutamine transaminase 
with a speriticit similar tu that ft unid for the matrunalian 
I.-form glutamine transaminase ((.00per & Nieister, 
1981).Glutamine eransan-tinase activity was similar during 

the tinte rent growth stages and Under ditferent nutricional 

conditions, except when a rich merlitun oí 	was usen 
when this actívity was 11)\‘'. ..11thimgh glutamine trans-
aminase is reversible, the presence nf vi-amidase aetivirsv 

ensures that the reaction proceetts filf in the dita:Ilion of 
glutamine unlization. Results obtained suggest that the 

R. etli glutamine transaminase nsav play a role in the 

irreversible synthesis 	glycine, :diluirle and inher amino 
acids, and the transamination uf :hese asnino acids inav 
contribute in the svmhesis of (Jebes asnino acids 
preserve ;entino acid balance and tu preverse loss nf 
essential calima, chinos. 

Glutaminase 

"N'e have itlso tkEntIntittaleti elle presence uf glutanunirse 

activitv in R. etli. The growth state and the nutritional 
contlitirms intluence glutaininase activity. This activity 
was positively regulated by ir, substrato glutamine glutamine and 
negativelv tegulated lw ammonium and by the carbun 
source. The high glutaminase activity found after 12 It uf 
growth when R. etli wits grown un glutamate plus 
succinate, muy be explained as a result of the high levet uf 
glutamine synthesis sinee under diese entitlitions, R. elli 
exhibits a high levet oí (iS activit (Bravo & Mora, 1')88). 
'l'he &crease in glutaminase actiYity atter 24 h oí growth 
un glutamate plus succinate may be the resale uf a 
correspl nube% reduction in GS activity (bravo & Mora, 
1988). Our results suggest that glutaminase plass a 
catabulic role in the degradation uf glutamine lo carbura 
skelettms antl may iriso play a role in maintaining the 
balance between glutamate and glutamine, the universal 
nitr >gen elonors uf the cell. The high glutaminase act iv it 
round tn bacteroids indicates that glutamine degradation 
131,' chis enzyme may play an important role during the 
.stylbitssis between R. etti and l'haseolas ralizaris. 

The pat teto of R. etli glutaminase activity during growth 
correlates with the activity nf GS11(11ravo & Mora, 1988; 
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.1. Calderón & I.. NI. Nlartinez, unpublished results, 

escept when grown im glutamine as nitro}en and earlum 

source. These dala suggt.-.1 that glutamine is ssitthesized 

and degraded. The higher level lifem:rct o ni of ato mono" 

on glutamine plus sur:dilate plus MS medirlo] :han rhn 

glutamine plus succinate meditan, supports rhe fact that 

when R. rili is grown un glutamine plus succinate, the 

ammonium liherared from gluramine .is assimilated bv 

ihus leadmg to the operation oía glutamine cvcle that 

consumes VIT. When grown 1)11 glutamine as earbon 

source, the glutamine cycle uperates at a lower rato, !bus 

allowing die use of glutamine as earbon source for 

growt h. 

Several funcoons have been pri Tosed 1.41r the ghttaillille 

Cycle (Calderón 4.1 al„ 	; Calderón & Mora, 1985; 
C...00per & Meister, 1977; Kat": & Rognstad, 1976; Mora, 

1990): (a) a cont rilnition to rhC irrever sibility uf glutanune 

transamination; (h) a ksray 	rapidlY regulate the in- 

raeellular glutamine etmcent ratii ni and ¡bus quiekly 

control the nue of svnthcsis ami degrada:ion rtf ecilular 

nitrogen (since glutamine acts as a co-repressor 

nitrogen eatabolism); (e) a general way tu rake up 

liberare the earbon skeletons of organic nitrogen meraho-

lites; (d) the tu mover of glutamine ro glutarnate and rither 

:arnino acids is W1 oí inaintaining the tiptimal balance 

among the nitrogenous eompounds; (e) for energv 

tlissipatii ; and (0 tu expcnd energy 	induce carbon 

dow and generate more energy. 
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ABSTRACT 

In order to examine the role of glutaminase in 1?hizobium eih, we isolated and characterized a R. eth 

glutaminase mutant (LM 16). This mutant was selected for its impaired ability to grow on glutamine as 

nitrogen and carbon source, while retaining the ability to grow on other nitrogen and carbon sources. 

The mutant showed very low levels of glutaminase activity under various growth conditions in 

comparison with the wild-type strain. With glutamine as the only nitrogen and carbon source, LM 16i 

showed peor growth, with very high levels of glutamine, low glutamate, and lower aill111011iL1111 

excretion and 1 'CO2  evolution from 1U-"Cjglutamine compared to the r,vild-type strain. This indicates 

that the main role of R. etli glutaminase is in the use of glutamine as carbon source. R. eth glutaminase 

also plays a role in maintaining the balance between glutamate and glutamine, as shown by the 

accumulation of glutamine and the low glutamate content of the mutant under different growth 

conditions. These results also indicate that glutaminase participates in a glutamine cycle in which it 

degrades glutamine which is then resynthesized by glutamine synthetase. The higher glutamine and 

lower glutamate content found in bacteroids of LM16 in comparison with bacteroids of the wild-type 

strain, indicate that glutamine degradation by glutaminase plays an important role during the symbiosis 

between R. Mí and Phaseolu.s. vulgaris. 
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INTRODUCTION 

Glutamine plays a central role in the nitrogen metabolism of microorganisms. It is a nitrogen donor for 

biasynthetic reactions (Stadtman, 1973 ), and has heen proposed as the nitrogen metabolite responsible 

for nitrogen catabolite repression in several microorganisins (Ilalpern, 1988). It is synthesized by 

glutamine synthetase (GS) from ammonium and glutamate. In rhizobia, ammonium assimilation 

procecds mainly through the glutamine synthetase-glutamate synthase pathway (Bravo & Mora, 1988). 

The family Rhizobiaceae, which includes genera such as Rhizoblum, IlratlyrInmhium, and 

Agrobacterium is distinct from other bacteria in that its meinbers have at least two forms of GS 

(Darrow & Knotts, 1977; Fuclis & Keistcr, 1980; Kuinar and Rao, 1986; Tsupurun el al., 1987) with 

the exception of Azorhizobium caulinodans (Donald & Ludwig, 1984). The farm temed GSI is 

structurally and enzymatically typical of prokaryotic GSs, lis activity is posttranslationally regulated by 

reversible adenylylation and it appears to be synthesized constitutively (Bravo & Mora, 1988; Rossi el 

al., 1989). In contrast, GSII is distinct from all other known prokaryotic GSs and is not subject to 

adenylylation; GSII levels are dependent ore the nitrogen source present in the mediuni and it is not 

expressed in ntrA or nirC mutants (Bravo & Mora, 1988; de Brujin el al., 1989 ; Martin el al., 1988; 

Rossbach el al., 1987; Rossi el al., 1989; Shatters el al. 1989). A third locus, ternied gInT, that codes 

for a GSM has been identified in 1?. meliloti, A. nonefaciens and R. lege minasarum by phaseoll 

(Chiurazzi et al., 1992; de Brujin el al., 1989; Espín et al., 1990 ; Shatters et al., 1993). 

In 1?. etli, glutamine is assimilated by transamidation reactions and, in addition, it is converted 

to 2-oxoglutarate and ammonium by the enzymes of the glutamine transaminase-o-amidase pathway 

(Durán & Calderón, 1995). In this pathway, glutamine is transaminated tu yield mainly glycine and 

alanine and 2-oxoglutaramate through the participation of a glutamine transaminase. Subsequently, 2- 

3 



oxoglutaramate is hydrolysed to 2-oxoglutarate and ammonium by the action of an to-amídase, 

Although glutamine transaminase is reversible, the presence of to-ainiclase activity ensures that the 

reaction proceeds in the direction of glutamine utilization. Durán & Calderón (1995) showed that 

glutamine transaminase activity was similar during, the different growth stages and under several 

nutritional conditions except when a 1'Y-rich médium was used, in which case its activíty was low. It 

has been proposed that R. 	glutamine transaminase may play a role in the irreversible synthesis of 

glyeine, alanine anal other amino acids, and the transamination of diese amino acids may contribute to 

the synthesis of other amino acids to preserve the amino acid balance and te prevent loss of esscntial 

carbon chains (Durán & Calderón, 1995). The glutamine transaminase-w-amidase pathway has also 

been found in other microorganisms (Calderón el al., 1935; Soberón & González, 1987; Osorio et 

1993). 

In R. etli, glutamine is also degraded by a glutaminase which catalyses its hydrolytic 

deamidation to glutamate and ammonium (Durán & Calderón, 1995). Glutaminase activity was found 

to be positively regulated by glutamine, and negatively regulated by ammonium and by the carbon 

source, and ft is high in bacteroids. It has been proposed that glutaminase plays a catabolic role in the 

degradation of glutamine to carbon skeietons and may also play a role in maintaining the balance 

betwecn glutamate and glutamine, the universal nitrogen donors of the cell (Durán & Calderón, 1995). 

In R. etli, the ammonium released fi•om glutamine is assirnilated by glutamine synthetase thus 

leading to the operation of a glutamine cycle whcre glutamine is synthesized and degraded at the 

expense of ATP (Durán & Calderón, 1995). This cycle (Termes at lower rates when grown en 

glutamine as carbon source, thus aliowing the use of glutamine as carbon source for growth (Durán & 

Calderón, 1995). In N. cras.sa, the glutamine transaminase-rframidase pathway has been found Lo 
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participate in a glutamine cycle in Mich this amino acid is continually degraded ami resynthesized 

(Calderón et al., 1989; Calderón & Mora, 1985; Calderón & Mora, 1939), h has been proponed that 

the glutamine cycle ís ncccssary for carbon utilization by this microorganisin (Mora, 1990). 

Since k. culi glutaminase is an important enzyme in glutamine catabolism, linking nitrogcn 

metabolism with carbon metabolism, we describe here the isolation and characterization of an k esti 

mutant with altered glutaininase activity. 
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METHODS 

Simios and plasmid. The Rhizobiunt vil' CFN42 wild type strain, previously classified as 1?ltizahinnt 

leguminosanwt biovar phaseoli (Segovia el al., 1993) and E. col' S17-1 strain carrying the ira gene 

region of RP4 integrated in the chromosome and the suicide vector pSUP5011 containing the Tn5-

M'ab (Simon, 1983), were used in Chis study. 

Growth conditions. Batch cultures of R. etli were grown at 309C and with shaking at 200 rpm For 

growth on minimal medium (MM) (Beringer, 1974), cells prcviously grown overnight on a rich 

medium (PY) containing 0.5% peptone, 0.3% ycast extract, and 7 mM Cíe" were washcd and used 

inoculum. The initial optical density of the medium was adjusted to 0.05 at 540 nm. The nitrogen and 

carbon sources in MM were used at 10 mM. Growth was monitored by measurement of the optical 

density at 540 nm and by protein determination using the Lowiy tnethod. 

Tn5 mutagenesis. The Ese/re/Ve/á/ con strain S17-1 was used to transfer the suicide vector 

pSUP5011 carrying transposon Tn5-Mob to R. etli CFN42 strain. Kanamycin transconjugants were 

isolated on PY mcdium containing Chis antibiotic (30 mg mf i ) plus nalidixic acid (20 Itg m1-1). 

Determination of glutaminase activity. Cell extracts were preparcd by sonicating whole cells in 

extraction buffer (100 mM KH2PO4, pll 8) with a Soniprep 150 ultrasonic disintegrator; the 

homogenates were centrifuged for 2 min at room temperature in a microcentrifuge. The activity was 

assayed in a 0.25 ml reaction mixture containing 30 niM K1-12P0.4  pH 8, 10 mM glutamine and 0.05 ml 

of cell extract, Ammonium formation was measured as described elsewhere (Chaney & Marbach, 

1962; Durán & Calderón, 1995). 

Determination of glutamine synthetase activity. Glutamine synthetase activity was assayed with cell 

extracts prepared by sonicating the cells in 10 mM imidazole hydrochloride and 0.5 mM EDTA (p1-1 
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7.0). Glutamine synthetase was measured by its synthetase activity as described by Hender (1977). 

Glutamine synthetase I and 11 were distinguished by their different heat stabilities un heating at 50 °C 

for 1 hour as described by Darrow & Knots (1977). 

Determination of nitrogenase activity. Nitrogenase activity was determined by measuring acetylene 

reduction. The fiasks containing the nodules were sealed with nibber stoppers, acetylene was injected 

at a final concentration of 10% uf the gas pitase, and ethylene production was determined by gas 

chromatography (Bravo el al., 1988). 

Annnoninin determination. Ammonium concentration in samples of media was measured with an 

Orion electrode (Calderón & Mora, 1989). 

Illeasurement of "CO2  from [11-"C]glutamine. Samples of' cultures were incubated with [11- 

I4CIglutamine [ 0.2 IiCi 	(7.5 kBq in111. Released CO2  was absorbed in 2.5 M NaOH and 

radioactivity was measured as described elsewhere (Mora el al, 1972). 

Detennination of amino asid pools. Cells were harvested by centrifugation, suspended in 5 ml of 80 

% (v/v) ethanol and heated at 90 °C for 10 min. They were then removed by centrifugation and the 

supernatant containing the free amino acids was lyophilised and then resuspended in distilled water. 

The amino acids were determined with a System Gold Liquid Chromatographic system (Hcckman) and 

a Gilson Fluorometer (mode) 121) afier coupling with o-phthalaldehyde (Calderón el al., 1985). 

Plant test. The seeds were surface-stcrilized in 5 % hypochlorite and genninated on moist sterite paper 

for three days. The seedlings were transferred to plastic growth pots containing vermiculite and 

Jensen's medium (Gibson, 1980). Alter six days, the seedlings were inoculated with distilled water-

washed bacteria brown on PY medium with appropriate antibiotics. Bacteria were reisolated from the 
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surface-sterilized nodule and individual nodules were crushed and spread onto PY plates. Individual 

colonies were scored for antibiotic resistance and nutritiona! phenotype 

Bacteroid isolation. Bacteroids from root nodules of Phaseohn t'u/gurís' were isolated using self-

generating Percal) gradients as described by Reibach el al, (1981). A eructe extract was preparecl by 

gently crushing 6 g of nodules with a 'Donar and pestie in 15 ml of grinding buffer (150 mM NaCI and 

50 mM KH2PO4  p1-1 7.6). The crude hotnogenate was filtered through four layers of cheesecloth and 

the residue washed with additional grinding buffer. The filtered crude extract was centrifuged for 5 

minutes at 3 000 rpm (Beckinann Instrument Co. JA-20 tixed angle rotor) at 4 °C, the supernatant was 

centrifitged again for 15 min at 15 000 rpm and the pellet resuspended in 2 ml of grinding buffer. A 50 

ml polycarbonate centrifuge tube was tilled with 24.5 ml Perca concentratc, 3.5 mi 500 mM K1-12P0.1  

plus 1.5 M NaCI (pH 7.6) and 7 ml distilled 11-20 giving a tina! concentration of 70% Percoll. ate mi 

of extract was layered on the top of the gradient. The tube was centrifuged for 50 min at 20 000 rpm. 

The bacteroids were collected by suction with a Pasteur pipette. Perca was removed by &lining the 

bacteroid fraction 1:10 with 150 mM NaCI and 50 mM KII2PO4  pH 7.6, and centrifuged for 20 min at 

15 000 rpm. The pellet was resuspended in 2 ml ofextraction buffer. 

Reproducibility of resuks. The experiments reponed were each repeated at least once; representative 

resuits are shown. 
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RESULTS 

Isolation of the IM16 mutant 

Mutants of R. eili were obtained by general Tn5 mutagenesis with plastnid 0111'5011. Approximately 

100 000 kanatnycin-resistant transconjugants were obtained, filen collected with PY medium. To 

ertrich for mutants unable to grow on glutamine as nitrogen and carbon source, this suspension was 

used to inoculate MM medium supplemented with glutamine and with 200 1.1g m14  ainpicillin and 

grown for 48 hours changing the medium each 12 hours, The cells were Chen spread on PY kanamycin 

plates, 2 500 colonies which appeared atter 3 clays were replica plated to MM altar containing 

ammonium plus succinate, glutamine plus succinate or glutamine. Forty three mutants which failed to 

grow on glutamine as nitrogen and carbon source were purified and replica plated again in the same 

meclium and on MM plates containing glutamate plus succinate and glutamate as nitrogen and carbon 

source, The LM 16 mutant was the only one unable to grow on glutamine as nitrogen and carbon 

source and able to grow on the other media tested. 

Growth and glutantinase activity 

The LM16 mutant grew very poorly on glutamine as nitrogen and carbon source, whereas on 

glutamine as nitrogen source and succinate as carbon source or in other media such as PY, ammonium 

plus succinate, and glutamate or asparagine with or without succinate it grew as well as the wild-type 

strain (Fig. 1). 

Since we have previously found that glutaminase was the highest degradative enzytne activity 

when R. etli was grown on glutamine as nitrogen and carbon source (Durán & Calderón, 1995), we 

examined the LM16 glutaminase activity under ditrerent nutricional conditions, It was found that in 

comparison with the wild-type strain, the mutant hal very low levels of glutaminase activity under the 
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different conditions tested being about ten times lower when grown on glutamine with succinate 186 

versus 7 nmol min'i  (mg proteinV1 or without succinate 185 versus 8 nmol min'l  (mg protein)"t 1 and 

five time lower when grown on ammonium plus succinate 130 versus O nmol min-1  (mg protein)'1 1 

Glutamine content, glutamate ~tent and glutamine synthetase activities 

Since the low glutaminase activity observed in the 1.M lo mutant sliould result in an impairrnent of the 

catabolism of glutamine to glutamate, we ineasured the intracellular glutamine and glutamate pools in 

LM16 under different growth conditions. In compaiison with the wild-type strain, I.,M I6 showed a 53-

fold higher glutamine and a 3-fold lower glutamate content when grown on glutamine as nitrogen and 

carbon source, a 6-fold higher glutamine and a 2-foid lower glutatnate content when grown on 

glutamine plus succinate, a 2-fold higher glutamine and a 3-fold lower giutamate content when grown 

on ammonium plus succinate and a 2-fold higher glutamine and similar giutamate content when grown 

on PY-rich medium (Table 1). This result indicates that the inability of LM16 to grow on glutamine as 

nitrogen and carbon source is not due to the Jack of transpon of this amino acid. 

In order to know if the glutamine synthetase I and II activities were altered in the mutant, since 

it accuntulates glutamine due to the decrease of glutamine degradation through glutaminase, we 

measured these activities under different growth conditions. We found that glutamine synthetase 1 and 

11 activities in the mutant were similar to the wild-type strain when both strains were grown on 

ammonium plus succinate or glutamine with or without succinate (data not shown). 

Ammonium excretion, and the release of i4CO2  from [U-14C1 glutamine 

We have found that R. etli excretes ammonium when grown on glutamine with or without succinate 

(Durán & Calderón, 1995). To test the participation of glutaminase in this excretion, we measured the 

ammonium released by LM16 and the wild-type strain Under these conditions. Fig. 2 shows that the 
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mutant exereted 2-fold lower amounts of ammonium than the wild type strain, afler 24 hours of 

growth on glutamine plus succinate, whereas on glutamine as nitrogen and carbol) source, alter 24 

hours the mutant excreted 7-fold lower ammonium than the wild-type strain. 

To evaluate the participation of glutaminase in the utilization of glutamine as earbon source, we 

measured the 14CO2  released from 1U-"Cl glutamine by the LMI6 mutant and wild-type strain under 

different growth condítions. Fig. 3 shows that, compared with the wild type strain, the mutant liberales 

similar amounts of "CO2  per millígram of protein per hour when it was grown on ammonium plus 

succinate or on glutamine plus succinate, whereas on glutamine as nitrogen source, the mutant liberales 

amounts of 14CO2 per milligram of protein per hour 2-fold lower than the wild-type strain. 

Syntbiotie phenotype 

To analyse the role of glutaminase in the degradation of glutamine in bacteroids, 1?. eili wild-type strain 

and LM 16 mutant bacteroids were isolated using a self-generating Percal! gradient (lIteibach el al., 

1981), and the glutamine and glutamate content were detennined. The mutant contained 9-fold higher 

glutamine (14.0 versus 1.5 nmol g nodule"i) and about 2-fold lower glutatuate (65.5 versus 112.1 nmol 

g nodulel). These results indicate that glutaminase is active in bacteroids degrading glutamine to 

glutamate, We found that the LM16 mutant nodulates as well as the wild-type strain and that the 

nitrogenase levet was similar to the wild-type strain (data not shown). 
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DISCUSS1ON 

The LMI6 mutant was selecta for its inability to grow 011 glutamine as nitrogen and carbon 

source and its ability to grow on glutamine plus suceinate or ammonium plus succinate. The fact that 

LM 16 is only affected in its capacity to grow on glutamine as nitrogen and carbon source (174!.. I ), 

indicates that this animo acid is transponed and that the mctabolic block is in the degradation of 

glutamine. 

The LM 16 mutant is altered in its glutaminase activity as shown by the low levels of activity 

found under different growth conditions, The low constitutive glutarninase activity anind in the mutant 

may be explained by the presence of °cher glutaminase, as has been found in E. coli, where two forms 

exist: glutarninase A that is controlled by nitrogen metabolites and cyclic AMP, and glutarninase 13 that 

is its activity is low constitutive (Pnisiner, 1973), although it cannot be excluded that the mutation was 

in a regulatory gene. 

The main role of 1?. Mi glutaminase is to use glutamine as carbon source as shown by: (a) the 

poor growth of the mutant when glutamine was the only nitrogen and carbon source (Fig. I), (b) the 

very high glutamine and low glutamate content of this mutant under this condition (Table 1) and (c) the 

lower at-nmonium excretion (Fig, 2) and 14CO2  evolution from 11.1-14Ciglutamine of LM 16 on glutamine 

as nitrogen and carbon source, in comparison with the wild-type strain (Fig. 3). The slow growth of 

LM16 on glutamine as nitrogen and carbon source (Fig. 1) as well as the fact that the excretion of 

ammonium (Fig. 2) and the '4CO2  released from [U-14Cjglutarnine of this mutant under this condition 

(Fig. 3) are not totally impaired, indicate that other pathways participate in the degradation of 

glutamine, but those did not compensate for the Jack of giutaminase activity of the LM16 mutant under 

this condition. In addition, however glutaminase plays a role in the use of glutamine as nitrogen solace. 
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This is shown by: (a) the high glutamine and low glutamate content of this mutant on glutamine plus 

succinate (Table 1) and (b) the decrease of the ammonium excretion of the mutant under the same 

condition (Fig. 2). II may also play a role in maintaining the balance between glutamate and glutamine, 

as shown by the accumulated glutamine and low glutamate content of the mutant on anutionium plus 

succinate and PY-rich meditan (Table 1). These results also indicate that under these conditions 

glutaminase participates in a glutamine cycle where this amino acid is degraded by this enzyme and 

synthesized again by glutamine synthetase. We expected that the dectease of' the degradation of 

glutamine through glutaminase might result in a lower activities of the enzymes that participare in its 

synthesis, nevertheless the glutamine synthetase I and II activities were similar in the LM16 mutant and 

the wild-type strain. This result may be explained by the participation of other pathways in the 

degradation of glutamine that compensate the lack of glutaminase activity, thus LM 16 releases similar 

amounts of i4CO2  from [U-'4C] glutamine on ammonium plus succinate. 

The higher glutamine content and lower glutamate content round in bacteroids of LM16 in 

comparison with bacteroids of the wild-type strain, indicate that glutamine degradation by glutaminase 

plays an important role during the symbiosis between R. etli and Phaseohls vulgaris. Nevertheless the 

lack of glutaminase in the mutant is not reflected in the nitrogenase activity; this may be due to the 

presence of other glutamine-degradating enzymes that compensate for the lack of glutaminase activity 

(Durán & Calderón, 1995), 
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FIGURE LEGENDS 

Fig. I Growth curves of R. e& wild type strain (closed symbols) and LM16 mutant (upen 

symbols) un: (A) glutamine plus succinate (O, y) and glutamine (Y,{1); (I3) PY (*, y) and ammonium 

plus succinate (y ,11); (C) glutamate plus succinate (1, y) and glutamate (Y ,11); (I)) asparagine plus 

succinate 	) and asparagine (V f]). 

Fig.2. Arrimonium excretion by the 1?. etli wild-type strain (111) and LM16 mutant (v) growing 

on glutamine plus succinate (A) or on glutamine (1.3). 

Fig. 3. 14CO2  release by R. eh wild-type strain (o) and LM16 mutant ( ) under different 

growth conditions. 
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Table 1, Glutamine and glutamate content ofl?. eih wild-type strain and 
LM16 nu ttant Brown on ditTerent conditions.  

Growth 

condition 

Wild-type LM16 

Gin Glu Gin Glu 

Gin 0.9 21.5 48,0 6.6 

Gin + me  0 6 27.5 3.3 15.6 

Anun + suc 0.4 16.1 0.9 5.5 

PY 0.4 22.3 0.8 18.8 

Amino acid content was detcrmined atter 5 hours ofgrowth and is 
expressed as nmoles per mg of protein 
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RESULTADOS ADICIONALES 

Para donar el gene que complementa la mutación de la cepa LMI6, se realizó una 

conjugación triparental entre la cepa LM-16, la cepa 1113101 de E. coli que lleva el banco 

genómico de R. Mi (construido por el Dr. J. Calderón) y el ayudador pRK2073. Se 

obtuvieron 20 cepas transconjugantes capaces de crecer en glutamina como fuente de 

carbono y do nitrógeno. De dichas cepas se seleccionaron 10, de las cuales se extrajó el DNA 

del plasmido para transformar E. cosi. Solo se obtuvieron colonias de 7 transformaciones. 

Para descartar que se tratara de revertantes de la mutación en la cepa 1,15416, se 

realizó otra conjugación triparental entre la cepa LM116, las 7 cepas transformadas de E. (-oh 

y el ayudados pRK2073. Sólo se obtuvieron 2 transconjugantes capaces de crecer en 

glutamina como fuente de carbono y nitrógeno llamadas, RLM.16/pCD24 y 

RLIV116/pCD28. El patrón de restricción de los plásmidos pCD24 y pCD28 muestra que 

comparten algunas bandas. 

Para analizar sí el plásmido pCD24 o el pCD28 llevan donado el gene que 

codifica para la glutaminasa, se determinó la actividad de esta enzima en la cepas 

complementadas (Fig. 2). Los resultados muestran que estas cepas tienen 2 o 3 veces 

más actividad de glutaminasa que la cepa silvestre (solo se continúo trabajando con el 

plásmido pCD24). 
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Fig. 2. Determinación de la actividad de laglutaminasa en las 
cepas que, 

complementan la mutación de la cepa LM16. 

Para 
analizar si el plásm ido pCD24 contiene el gene estructural de la glutaminasa, se 

realizó una conjugación triparental entre elplásmido pCD24, la cepa silvestre de 
R. tjtcliloti 

y el ayudador pRK2073, así se obtuvo la transconjugante Rin/pCD24. Esta cepa mostró una 

actividad de glutaminasa más alta que la cepa silvestre de 
R. metiloti (Fig. 3). 

También se realizó otra conjugación entre la cepa silvestre de 
R. etli, el plásmiclo 

pCD24 y el ayudador pRK2073. Se obtuvo la transconjugan te CE3/pCD24. 
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Para conocer la regulación de la glutaminasa 
	las cepas complementadas  con el plásznido pCD24 (CE3/pCD24 y RLM

16
/pCD24), se determinó la actividad de esta 

enzima en medios mínimos suplementado
s 
 con amonio más succinato, glutamina más 

succinato y en glutamine como fuente de carbono y nitrógeno (Fig. 4). Los resultados 

muestran que la actividad de glutaminasa en las- 
ransconjugantes CE3/pCD24 y 

RLM16/pCD24 es mayor que en la cepa silvestre y que la enzima se regula de manera 
similar. 
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Fig. 4. Actividad de la glutarninasa en la cepa silvestre de R. etli, en la cepa LN416 y 

en las cepas con el plásmido pCD24. 

Para evaluar el efecto de la sobreexpresión de la glutarninasa en el crecimiento 

de las transconjugantes CE3/pCD24 y RLM16/pCD24, se determinó una cinética de 

crecimiento en diversas condiciones (Fig. 5). Los resultados muestran que las cepas que 

sobreexpresan la actividad de la glutaminasa crecen de manera similar a la cepa 

silvestre. 
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Fig. 5. Cinética de crecimiento de la cepa silvestre de R, eth, de la cepa LNI1.6 y de las 

cepas con el plásmido pCD24. 

Cuando R. Mi crece en un medio mínimo suplementado con glutamina como 

fuente de carbono y nitrógeno tiene un tiempo de duplicación menor que cuando crece 

en un medio mínimo suplementado con glutamina más succinato. El hecho de que la 
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transconjugante CE3/pCD24 crezca de manera similar a la cepa silvestre, sugiere que 

la actividad de esta enzima no es la que limita el crecimiento en esta condición. 

El hecho de que en un medio mínimo suplementado con amonio más succínato, 

la transconjugante CE3/pCD24 crezca de manera similar a la cepa silvestre, sugiere que 

la mayor degradación de la glutamina es compensada por una mayor síntesis o que la 

glutaminasa podría estar regula alostéricantente de tal manera que no se encuentra tan 

activa in vivo como cuando se determinó in vitro. 

Para conocer el efecto de la disminución y de la sobreexpresión de la actividad 

de la glutaminasa, sobre la síntesis y la asimilación de la glutamina, se determinaron las 

actividades de las GSs I y II y de la GOGAT en la cepa LM16 y en las transconjugantes 

CE3/pCD24 y RLM16/pCD24 (Figs. 6 y 7). Los resultados muestran que la actividad 

de las GSs I y II en la cepa LM16 son similares a la cepa silvestre. Estos resultados 

sugieren que posiblemente otras enzimas como la GOGAT o la transaminasa de 

glutamina-w-amidasa compensan la baja actividad de la glutaminasa en la cepa LM16. 

La actividad de las GSs I y II en las cepas con el plásmido pCD24 también son 

similares a la cepa silvestre. Estos resultados sugieren que las actividades de la 

glutamino sintetasa I y II podrían estar reguladas alostéricamente. De tal manera que 

aunque los niveles de estas enzimas no varían en las transconjugantes CE3/pCD24 y 

RLM16/pCD24, su actividad in vivo puede ser diferente y compensar la alta actividad 

de la glutaminasa. También podría deberse a que la glutaminasa podría estar regulada 
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alostéricamente de tal manera que aunque los niveles (le esta enzima son más altos en 

las cepas transconjugantes CE3/pCD24 y 111.,151.16/pCD24, su actividad in vivo puede 

ser similar a la cepa silvestre. 
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Fig. 6. Actividad de la glutamino sintetasa 1 en la cepa silvestre de R. etli, en la cepa 

LM16 y en las cepas con el plásntido pCD24. 
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Fig. 7, Actividad de la glutamine sintetasa II en la cepa silvestre de R. etli, en la cepa 

LM16 y en las cepas con el plástnide pCD24. 

En la figura 8 se muestra la actividad do la GOGAT en la cepa LM16 y en las 

transconjugantes CE3/pCD2,1 y RLIVI16/pCD24. Los resultados muestran que en la 

cepa LM16, esta actividad se encuentra ligeramente elevada en glutamine como fuente 

de carbono y de nitrógeno comparada con la cepa silvestre. Esto sugiere que la baja 

actividad de la glutaminasa se compensa por la actividad de la GOGAT, sin embargo, 
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esta compensación sólo es parcial, debido a 1,1 dta poza cle rilulamina presente en la 

cepa LM16 en esta condición. 

GLN+SUCC 
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El SILVESTRE EICE3pLAFR1 OCE3pCD24 OLM16 OFILM16pCD24 

Fig. 8. Actividad de la glutainato sintasa en la cepa silvestre de 
R. etli, en la cepa 

LM16 y en las cepas con el plásinido pCD24. 

El hecho de que la 
cepa LM16 presente actividad baja de glutaminasa podría 

deberse 
a la presencia de otra glutaminasa o que la mutación sea regulatoria. Trabajos 

recientes realizados 
en el laboratorio sugieren fuertemente que esta actividad 
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corresponde a otra glutaminasa. Es decir, R. etli presenta dos actividades de 

glutaminasas que se distinguen por su termoestabilidacl y movilidad electroforética 

(69). 

Para estudiar la termoestabilidad de las dos isoenzimas de la glutaminasa en R. 

eili, los extractos celulares de la cepa silvestre y de la cepa L11416 se calentaron a 

intervalos de 2, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos a 50°C. Los resultados muestran que en la 

cepa silvestre, la actividad de la glutaminasa se inactiva un 90% a los 15 minutos 

quedando una actividad residual. La actividad de la glutaminasa presente en la cepa 

LM16 sólo se inactiva en,un 15% a los 15 minutos. Estos resultados indican que en la 

cepa silvestre la glutaminasa termolabil se inactiva totalmente a los 15 minutos y que la 

cepa LM16 sólo presenta actividad de glutaminasa termoestable (69). 

Se determinó la estabilidad de la glutaminasa en extractos celulares de R. etli y 

de la cepa LM16 sin calentar y calentados a 50 °C durante 15 minutos (Fig. 9). Los 

resultados muestran que en la cepa silvestre, al calentar los extractos, se pierde la 

actividad observada en los extractos sin calentar, quedando una actividad residual en 

todas las condiciones. También puede observarse que en la cepa LM16, los extractos sin 

calentar y calentados, presentan similar actividad de glutaminasa. Esta actividad es 

similar a la actividad residual que presenta la cepa silvestre después de calentar los 

extractos celulares a 50 °C, 
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Hg. 9, Actividad de la glutaminasa termolábil en R. etli y en la cepa I,M16. 

Estos resultados indican que la cepa silvestre de R. etli, presenta dos actividades 

de glutaminasas. Una glutaminasa termolábil y otra termoestable a SO C. También 

indican que la cepa LM1Ó está alterada en la glutaminasa termolábil y sólo presenta 

actividad de glutaminasa termoestable, esta isoenzima es constitutiva. 

También se determinó la estabilidad de la glutaminasa en extractos celulares de 

las cepas con el plásm ido pCD24, sin calentar y calentados a 50 °C durante 15 minutos. 

Los extractos celulares se obtuvieron de medio mínimo suplementado con glutamine 
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más succinato (Fig, 10). Los resultados muestran que en las transconjugantes 

CE3/pCD11 y RI,M16/pCD24 la actividad de la glutaminasa se inactivó cuando los 

extractos se calentaron a 50 °C, de manera similar como se inactiva la glutaminasa 

termolabil en la cepa silvestre, quedando una actividad residual similar a la actividad 

de la cepa LNI -16. Estos resultados indican que el gene donado corresponde a la 

glutaminasa termelábil. 
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Fig. 10. Actividad de la glutaininasa en R. etli, en la cepa LN116 y en las cepas con el 

plásmido pCD24. 
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Para diferenciar las isoenzimas de la glutaminasa en R. etli, por su movilidad 

e1ectroforttica, se determinó la actividad de glutaminasa iii sita en un gel nativo de 

poliacrilamida. 
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A) Extracto de la cepa silvestre de R. oh 13) CE3IpeD2.1 C) Extracto parcialmente purificado 
de la cepa silvestre de U. 	1)) Extracto parcialmente purificado dc la cepa LM ¡ti 

E) LIA t5ipC132,1 F) Extracta de la cepa silvestre de U. mehloti G) kin/pCD241 

Fig. 11. Actividad de la glutaminasa fu situ en gel nativo de poliacrilantida de la cepa 

silvestre de R. etli, la cepa L15/116 y las cepas con el plásmido pCD24. 
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Los resultados de la figura 11 muestran que en los extractos crudos de la cepa 

silvestre de R. etli, sólo se identificó una banda de actividad (carril A), en la transconjugante 

CE3/pCi)24, también se identificó una banda que migra de manera similar, pero ésta es 

más intensa (carril 8). 

Los extractos de la cepa silvestre de R. etli y de la cepa Ltv116 se purificaron 

parcialmente para determinar la actividad de la glutaminasa. Los resultados muestran que 

en la cepa silvestre se identificaron dos bandas. Una banda que migra de manera similar a 

la observada en los extractos crudos y otra que migra más pero de menor intensidad (carril 

C). En la cepa LM16 sólo se identificó una banda de actividad que migra de manera similar 

a la banda de menor intensidad identificada en la cepa silvestre (carril D). 

En los extractos de la transconjugante RLM16/pCD24, se identificó una banda de 

actividad que migra de manera similar a la banda de menor migración en la cepa silvestre 

de R. Mi (carril E). 

También se determinó la actividad de glutaminasa en la cepa silvestre de R. mehloti 

y en la cepa de R. Indiloti con el phismiclo peDI-1 (Rin/pCD24). Los resultados muestran 

que en los extractos de la cepa silvestre de R. tueliloti se identificó una banda de actividad 

que migra diferente a las bandas observadas en la cepa silvestre de R. Mi (carril E). La cepa 

Rm/pCD24 presenta, una banda que migra de manera similar a la banda de la cepa 

silvestre de R. ineliloti. Otra que migra de manera similar a la banda de menor migración en 

R. etli y además presenta varias bandas intermedias (carril G). El hecho de haber observado 
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una banda de actividad en la cepa Rm/pCD24 que migra diferente a la banda de la cepa 

silvestre de R. meliloti sugiere fuertemente que el plásmido pCD24 contiene el gene 

estructural de la glutaminasa de R. etli. 
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DISCUSION 

Hemos encontrado que la actividad de la glutaminasa en R. etli se encuentra alta 

durante la fase exponencial de crecimiento comparada con la GOGAT o con la vía de la 

transaminasa de glutamina-co-amidasa, independientemente de la fuente de nitrógeno o 

carbono (Fig. la). La actividad de la glutaminasa !.ie induce por glutamina, se reprime por 

amonio y por succinato o glicerol (Fig. 2a) y se encuentra alta en bacteroides de R. etli en 

comparación con la GOGAT o la vía de transaminasa día glutamina-co-amidasa (69). 

Se propasó que la glutaminasa juega un papel importante en la degradación de la 

glutamina a esqueletos de carbono cuando utiliza este aminoácido corno fuente de carbono 

y nitrógeno y en mantener el balance óptimo de las pozas de la glutamina y el glutamato 

(69). 

Para conocer el papel de la glutaminasa en R. eth, se aisló y caracterizó una cepa de 

R. etli (LMI6) alterada en la actividad de la glutaminasa. 

La cepa LM16 fue seleccionada por su incapacidad de crecer en glutamina como 

fuente de carbono y nitrógeno y por su capacidad de crecer en glutamina más succinato o 

en otras fuentes de nitrógeno y carbono. El hecho de que la cepa esté afectada únicamente 

NOTA: Las figuras con la letra a corresponden al 1" artículo, con la letra b al 2do artículo y con la letra c a los 

resultados adicionales. 
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La baja actividad de glutaminasa en la cepa LM16 en diversas condiciones (70), así 

corno el hecho de que esta cepa no crezca en glutamina como fuente de ca rbono y nitrógeno 

(Fig. lb), sugieren que el principal papel de la glutaminasa es la degradación de la 

glutamina a esqueletos de carbono cuando este aminoácido es utilizado como fuente de 

carbono. 

Para evaluar la participación de la glutaminasa en mantener el balance entre la 

glutamina y el glutamato, se determinaron las pozas de estos aminoácidos en la cepa LM 16 

(Tabla lb). La cepa LM16 acumula 53 veces más glutamina y 3 veces menos glutamato en 

glutamina como fuente de carbono y nitrógeno en comparación con la cepa silvestre. En las 

otras condiciones puede observarse el mismo comportamiento en diferente proporción. 

Estos resultados indican que la glutamina es transportada y que la glutaminasa sí tiene un 

pape! en mantener el balance entre la glutamina y el glutamato. 

Cuando R. etli crece en medio mínimo suplementado con glutamina más succinato o 

sin succinato, excreta amonio al medio (69). Para evaluar la participación de la glutaminasa 

en la excreción de amonio, se determinó la excreción en la cepa LM16 (Fig. 2b). La cepa 

LM16 excreta 7 veces menos amonio en glutamina como fuente de carbono y nitrógeno y 

excreta 2 veces menos amonio que la cepa silvestre en glutamina más succinato a las 24 hrs. 

Estos resultados indican la participación de la glutaminasa en la degradación de la 

glutamina a amonio y también la participación de otras vías como por ejemplo la 

transaminasa de glutamina-w-amidasa. 
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Para evaluar la participación de la glutaminasa en la utilización de la glutamina 

como fuente de carbono y nitrógeno, se determinó la liberación de 14CO2  a partir de L-1U-

14C1glutamina en la cepa LM16 y en la cepa silvestre (Fig. 3b). El hecho de que la cepa 0/116 

presente baja evolución de 14CO2 únicamente en glutamina como fuente de carbono y 

nitrógeno comparada con la cepa silvestre, indica que el principal papel de la glutaminasa 

es utilizar a la glutamina como fuente de carbono y de nitrógeno. También indica la 

participación de otras vías en la degradación de la glutainina a CO2. 

El hecho de que la cepa 1,M16 tenga poza alta de glutamina y baja de glutamato 

cuando crece en medio mínimo suplementado con amonio más succinato (tabla lb), indica 

que la glutaminasa tiene un papel en mantener el balance entre la glutamina y el glutamato 

y sugieren que bajo estas condiciones la glutaminasa participa en un ciclo donde la 

glutamina es degradada y resintetizada por la GS (69). 

La poza alta de glutamina y la poza baja de glutamato encontradas en bacteroides de 

la cepa 1,1416 indican la participación de la glutaminasa en la degradación de la glutamina 

en R. etli durante la simbiosis con Phasffilus vidgaris. El hecho de que la baja actividad de la 

glutaminasa en la cepa LM16 no se refleje en la actividad de la nitrogenasa, ni en la 

nodulación (70), puede explicarse por la participación de otras vías en la degradación de la 

glutamina, corno la GOGAT encontrada en bacteroides de R. etli (69) o también podría 

deberse a la participación de otra glutaminasa. 
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En este trabajo también se describe la donación de una región del cromosoma de R. 

elli (en el plásmido pCD24) que complementa la mutación de la cepa L1416. Las 

transconjugantes se seleccionaron por su capacidad de crecer en glutamina como fuente de 

carbono y de nitrógeno. Las cepas con el plásmido pCD24 presentan más actividad de 

glutaminasa que la cepa silvestre, lo que indica que este plásmido contiene el gene que 

codifica para la glutaminasa (Fig. 2c). El hecho de haber encontrado en la cepa de R. meilloti 

con el plásmido pCD24 (Rin/pCD24) mayor actividad de glutaminasa que en la cepa 

silvestre de R. meliloti sugiere fuertemente que este plásmido contiene el gene estructural de 

la glutaminasa (Fig. 3c). 

La actividad de glutaminasa en las transconjugantes CE3/pCD24 y RLM16pCD24 es 

mayor y se regula de manera similar (Fig. 4c). Estos resultados indican que a pesar de 

sobreexpresada la actividad de la glutaminasa, esta enzima se regula positivamente por 

glutamina y negativamente por amonio y por la fuente de carbono corno en la cepa 

silvestre. 

Las transconjugantes CE3/pCD24 y RLM16/pCD24 también crecen de manera 

similar a la cepa silvestre, en los diferentes medios probados (Fig. 5c). En un medio mínimo 

suplementado con amonio más succinato, se pensó que una alta actividad de glutaminasa 

podría disminuir el crecimiento de R. etli, debido a que la glutamina podría estar 

degradandose y sintetizandose a una mayor velocidad que en la cepa silvestre. El hecho de 

que las cepas con el plásmido pCD24 crezcan de manera similar a la cepa silvestre sin el 
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plásmido en amonio más succinato sugiere que la sobreexpresión de la glutaminasa es 

compensada por una mayor síntesis de la glutamina o que esta enzima está regulada 

alostéricarnente. 

Cuando R. Mi crece en un medio mínimo suplementado con glutamina como fuente 

de carbono y nitrógeno su tiempo de duplicación es menor que cuando crece en glutamina 

más succinato. Se pensó que R. etli ron una alta actividad de glutaminasa, podría crecer de 

manera similar que en glutamina más succinato debido a un aumento en la degradación de 

la glutamina y utilizarla en la síntesis de proteína. El hecho de que las transconjugantes 

CE3/pCD24 y RLM16/pCD24 crezcan de manera similar a la cepa silvestre, en glutamina 

como fuente de carbono y nitrógeno (Fig. 5c), indica que la actividad de esta enzima no es 

la que limita el crecimiento en R. elli en esta condición. 

Para evaluar el efecto de la disminución de la actividad de la glutaminasa, sobre la 

síntesis de la glutamina, se determinaron las actividades de las GSs I y II en la cepa LM16 

(Figs. 6c y 7c) . El hecho de que en la cepa LM16 las actividades de las GSs I y II sean 

similares a la cepa silvestre, puede ser explicado por la participación de otras enzimas en la 

degradación de la glutamina, como la GOGAT o la vía de la transaminasa de glutamina-w-

amidasa que podrían compensar la baja actividad de la glutaminasa en la cepa LM16, como 

lo indican los resultados de la figura 3b en donde la liberación de 14CO2  a partir de L-RJ- 

bel glutamina en medios mínimos suplementadosamonio más succinato en la cepa LM16, 

es similar a la cepa silvestre. 
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Para evaluar el efecto de la sobreexpresión de la actividad de la glutaminasa, sobre la 

síntesis de la glutamina, se determinaron las actividades de las GSs I y 11 en las 

traitsconjugantes CE3/pCD24 y RLIv116/pCD24 (Figs. 6c y 7c). El hecho de que en las cepas 

con el plásmido pCD24 las actividades las GSs 1 y II sean similares a la cepa silvestre de R. 

etli sugiere que posiblemente las GSs 1 y II o la glutaminasa podrían estar reguladas 

alostéricamente de tal manera que los niveles de actividad de estas enzimas in vitro no 

corresponden a su actividad in vivo. 

Para evaluar el efecto de la disminución y de la sobreexpresión de la actividad de 

glutaminasa, en la asimilación de la glutamina, se determinó la actividad de la GOGAT en 

la cepa LM16 y en las transconjugantes CE3/pCD24 y RLM16/pCD24 (Fig. 8c). La 

actividad de la GOGAT solo se eleva en la cepa LM16 en glutamina como fuente de 

carbono y nitrógeno, probablemente porque la poza de glutamato es baja en esta condición, 

se sabe que este aminoácido reprime la actividad de GOGAT en R. etli (17), sin embargo la 

compensación de esta enzima sólo es parcial, debido a la alta poza de glutamina presente 

en la cepa LM16, dicha compensación no le permite a la cepa LM16 crecer en esta 

condición. 

Estudios realizados en el laboratorio sugieren fuertemente la presencia de dos 

isoenzimas de la glutaminasa en R, etli, dichas actividades se distinguen por su 

termoestabilidad y por su movilidad electroforética (71). 
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Cuando los extractos de R. etli son calentados a 50 °C durante 15 minutos, la 

actividad de glutaminasa se inactiva en un 90% quedando una actividad residual. Estos 

resultados indican que la glutaminasa termolábil se inactiva a los 15 minutos y que la 

actividad residual corresponde a la glutaminasa termoestable. 

Cuando los extractos de la cepa LM16 son calentados a 50 °C durante 15 minutos, la 

actividad de la glutaminasa sólo se inactiva el 15%. Estos resultados indican que la cepa 

LM16 sólo presenta actividad de glutaminasa termoestable. 

Estos resultados sugieren fuertemente que R. Mi tiene dos actividades de 

glutaminasa , una termolábil y otra termoestable a 50 °C y que al inactivar totalmente la 

glutaminasa termolábil a los 15 minutos en la cepa silvestre de R. elli, también se inactiva el 

15% de la actividad termoestable en la cepa LM16 (71). 

Para evaluar la estabilidad de las isoenzimas de la glutaminasa en R. Mi, se 

determinó la actividad de esta enzima en extractos celulares de R. Mi y de la cepa LM16 sin 

calentar y calentados a 50 °C (Fig. 9c). Los resultados muestran que la glutaminasa 

termolábil es la enzima que se regula positivamente por glutamina y negativamente por 

amonio y la fuente de carbono (Fig. 2a). Por lo tanto la glutaminasa termólabil es la que 

tiene un papel fundamental en la degradación de la glutamina a esqueletos de carbono 

cuando utiliza este aminoácido como fuente de carbono y nitrógeno y en mantener el 

balance óptimo de las pozas de la glutamina y el glutamato. También se encontró una 

actividad residual que es constitutiva y es similar a la actividad en la cepa LM16. 
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El hecho de haber encontrado actividad similar de glutaminasa en los extractos sin 

calentar y calentados en la cepa LM16, indica que la actividad de la glutaminasa en esta 

cepa corresponde a la glutaminasa termoestable y que esta enzima es constitutiva. También 

indican que la cepa LM16 esta alterada en la glutaminasa termolábil. La diferencia que se 

observa en los extractos sin calentar y calentados en la cepa LM16 puede explicarse debido 

a que esta actividad se inactiva en un 15% al calentar los extractos a 50 °C. 

Para analizar sí el gene donado pertence a la glutaminasa termolábil o a la 

glutaminasa termoestable, se determinó la actividad de la glutaminasa en los extractos de 

las transconjugantes CE3/pCD24 y RLM16/pCD24 sin calentar y calentados a 50 °C (Fig. 

10c), El hecho de que se inactive la actividad de la glutaminasa en las cepas con el 

plásmido pCD24 al calentar los extractos, indica que el gene donado codifica para la 

glutaminasa termolábil. 

Al analizar las isoenzimas de la glutaminasa en R. culi, por su movilidad 

electroforética, los extractos de la cepa silvestre y la cepa LM16 tuvieron que purificarse 

parcialmente, debido a que en los extractos crudos al determinar la actividad de la 

glutaminasa, interfieren otras reacciones como oxidasas o deshidrogenasas (72). 

El hecho de haber identificado dos bandas en los extractos parcialmente purificados 

de R. elli (Fig. 11, carril C) y una banda en la cepa LM16 (carril D) indican fuertemente la 

presencia de dos actividades de glutaminasas en R. Mi y que la cepa LM.I6 está alterada en 

una de las actividades de glutaminasas. Correlacionando estos resultados con los resultados 
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de termoestabilidad, se sugiere que la banda que migra menos en la cepa silvestre de R. elli, 

corresponde a la glutaminasa termolábil y la banda de menor intensidad que migra de 

manera similar a la banda de actividad en la cepa LM16 corresponde a la glutaminasa 

termoestable. 

En los extractos de la transconjugante CE3/pCD24 (carril 13), se identificó una banda 

que migra de manera similar, pero de mayor intensidad, a la banda de menor migración de 

R. etti (carril C). Estos resultados indican que el plásmido pCD24 contiene el gene que 

codifica para la glutaminasa termolábil. La mayor intensidad que se observa en esta banda 

se debe a la sobrexpresión de la actividad de glutaminasa. 

En los extractos de la transconjugante LM16/pCD24 (carril E), se identificó sólo una 

banda de actividad que migra de manera similar a la banda de menor migración en la cepa 

silvestre de R. etii (carril C). Estos resultados confirman que el plásmido pCD24 contiene el 

gene que codifica para la glutaminasa termolábil. El hecho de no observar la banda que 

corresponde a la glutaminasa termoestable es debido a la interferencia de otras reacciones 

como oxidasa o deshidrogenases en los extractos crudos (72). 

En los extractos de la cepa silvestre de R. ineliloti (carril F), se identificó una banda 

de actividad que migra diferente a las bandas de R, culi. En los extractos de la 

transconjugante Rin/pCD24 (carril G), se identificaron varias bandas de actividad. Una 

banda que migra similar a la banda de menor migración en R. elli (carril C), otra banda que 

migra similar a la banda de la cepa silvestre de R. itreliloti (carril F) y varias bandas 
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intermedias. El hecho de que la transconjugante Rm/pCD24 se exprese la actividad de la 

glutaminasa sugiere fuertemente que el plásmido pCD24 contiene el gene estructural de la 

glutaminasa de R. etli. Y también sugiere que este gene codifica para la glutaminasa 

tennolábil, debido a que una de las bandas migra de manera similar a la banda de 

actividad que corresponde a la glutaminasa termolábil en R. 

Las diferentes bandas intermedias que se observan en la transconjugante 

Rin/pCD24 (carril G) sugieren la formación de oligomeros híbridos entre los monómeros 

de las glutaminasas de R. etli y de R. Milan. 

El hecho de haber encontrado en R. elli dos bandas de actividad en el gel de 

poliacrilamida y una banda en la cepa LM16, sugiere fuertemente la presencia de dos 

isoenzimas de la glutaminasa que se distinguen por su termoestabilidad. En otros 

microorganismos como E. (vil se ha reportado que tiene dos isoenzimas de la glutaminasa 

que se distinguen por su pH óptimo (62,63), S, ccrevisiae que tiene dos isoenzimas que se 

distinguen por su localización, termoestabilidad, su sensibilidad a piruvato y 2-oxoglutarto 

y por su pH óptimo (64), B. lichenybrmis en donde se sugieren dos isoenzimas que se 

distinguen por su 01 óptimo (65) y también hay dos glutaminasas en mamíferos (68). 
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CONCLUSIONES 

A). Se obtuvo una cepa de R. etli (LM 16) alterada en la actividad de glutaminasa con un 

ligero crecimiento en glutamina como fuente de carbono y nitrógeno. 

13). La caracterización de la cepa LM16 indica que en R. elli la glutaminasa tiene un papel 

fundamental en la degradación de la glutamina a esqueletos de carbono. 

C). La glutaminasa de R. etli también tiene un papel en mantener un balance óptimo entre 

las pozas de glutamina y de glutainato. 

D). La cepa LM16 está alterada en la actividad de la glutaminasa tennolábil. 

E). La actividad residual de la glutaminasa en la cepa LM16 corresponde a la glutaminasa 

termoestable. 

F). El plásmido pCD24 contiene el gene que codifica para la glutaminasa termolábil . 
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PERSPECTIVAS 

Para conocer la función y regulación de las isoenzimas de la glutaminasa en R. etli, 

es necesario: primero obtener una doble cepa en la actividad de la glutaminasa, así como 

una cepa en la actividad de la glutaminasa termoestable. La caracterización de estas 

mutantes nos permitirá conocer la función de las glutaminasas en R. etli, además nos 

permitirá conocer sí la síntesis y degradación de la glutamina en R. etli se altera sin la  

participación de la glutaminasa en la degradación de la glutamina. 

Para conocer el nivel de regulación de la glutaminasa es necesario donar el gene de 

la glutaminasa termoestable. Subclonar los genes que codifican para la glutaminasa. Con 

los genes donados se podran medir los niveles de RNAm y se podría secuenciar estos 

genes. La secuencia de DNA nos permitirá conocer por ejemplo sí en la región regulatoria 

existe un sitio de unión a CAP o bién conocer el tipo de promotor. Las secuencias de DNA 

de las glutaminasas podrían compararse con las secuencias de genes estructurales de otras 

glutaminas para confirmar sí los genes donados corresponden a los genes estructurales que 

codifican para la glutaminasa en R. etli. 

Para evaluar sí la glutaminasa se regula alostéricamente es necesario purificar la 

glutaminasa para determinar sus constantes cinéticas y sus posibles reguladores alostéricos. 

Estos estudios nos permitirán conocer porqué participan dos glutaminasas en la 

degradación de la glutamina en R. en!, además de la glutamato sintasa y de la via de la 

transaminasa de glutamina y la w-amidasa. 
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Por ultimo sería muy importante la obtención de una mutante afectada en el 

transporte de la glutamina, esta mutante nos permitiría conocer si la glutamina es 

sintetizada por la glutamino sintetasa en el bacteroide o si es proporcionada por la planta. 

En los bacteroides de R. etli la actividad de la glutaminasa se encuentra alta mientras que la 

la glutamino sintetasa se encuentra baja. 
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