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RESUMEN

Hemos determinado las enzimas que participan en la degradacion dg l2 asparagina
en Rhizobium elli y estudiado la regulacion de las sigulente enzimas: asparaginasa,
aspartasa y aspartalo aminotransferasa. Los estudios sobre la regulacion de la
asparaginasa muestran que esta enzima es inducida por asparagina y reprimida por la
fuente de carbono. Los esludios sobre la regulacion de la aspartasa muestran que esta
enzima también es inducida por asparagina y reprimida por la fuente de carbono asi como
por amonio. El aspartato no acttia como inductor de esta enzima. Los niveles de la aspartato
aminotransferasa fueron constitutivos.

Hemos encontrado que en bacteroides de R. elli se encuentran elevadas las
actividades de asparaginasa y asparntasa lo que sugiere que estas enzimas pueden jugar un
papel importante en la degradacion de |a asparagina a esqueletos de carbono durante la
simbiosis.

Para conocer ¢l papel fisiologico de fa degradacion de (a asparagina hemos obtenido
y caracterizado tres mulantes de R. efli que son incapaces de crecer en asparagina como
fuente de carbono y nitrégeno y crecen bien en olras fuentes de carbono y nitrégeno. La
mutante AHZ1 presenta actividad de asparaginasa, muy baja aclividad de aspariasay tiene
pozas altas de aspanato cuando se crece en asparagina con o sin succinato, con respecto a
la cepa silvestre. Las mutantes AHZ4 y AHZ7 presentan muy baja actividad de
asparaginasa, y aspartasa, y lienen pozas allas de asparagina y aspartato cuando crecen
en asparagina con o sin succinato.en comparacién con la cepa silvestre. Estos resultados
nos sugieren que la mutante AHZ1 esta alterada en la degradacion del aspartato y que las
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mutantes AHZ4 y AHZ7 tienen una mutacion la cual altera |a actividad de Ia asparaginasa y
la aspartasa, La actividad residual de la asparaginasa y las pozas altas de 4cido aspartico
en las mutantes AHZ4 y AHZ7 nos sugiere la presencia de dos asparaginasas.

Para conocer si la actividad residual de 1a asparaginasa en la mutante AHZ4 y AHZ7
eran debido a ofra isoenzima de la asparaginasa se determiné la termosensibilidad de la
asparaginasa en fa cepa silvestre y en nuestras mutantes. En la cepa silvestre la
asparaginasa que se Induce por su sustrato es termolabii mientras que ta que se encuentra
en las mutantes AHZ7 as termoestable, lo que indica que las mutantes estdn alteradas en
la asparaginasa termoldbil y que existe otra asparaginasa que se distingue por ser
termoestable.

Hemos clonado un fragmento de DNA que complementa tanto a ta mutants AHZ1,
como a las mutantes AHZ4 y AHZ7. El hecho de que las mutantes AHZ4 y AHZT estan
alteradas tanto en la actividad de la asparaginasa como en la actividad de la aspartasa, asl
como el hecho de que el mismo pldsmido complementa a todas las mutantes AHZ nos
sugiere que la asparaginasa y aspartasa se encuentran formando parte de un operdn.

Las mutantes AHZ1, AHZ4 y AHZ7 nodulan ¥ fijan nitrdgeno de manera similar a la
cepa silvestrs, posiblemente la otra asparaginasa encontrada y la aspartato

aminotransferasa compensa el bloqueo en la asparaginasa y aspartasa.



INTRODUCCION

En algunos microorganismos la asparagina puede ser utilizada como fuente de
carbono y nitrégeno a través de la accidn de la asparaginasa y de la aspartasa (Sun &
Setlow, 1993). La asparaginasa calaliza la hidrélisis do asparagina a aspariato (asp) y
amonio. La aspartasa cataliza la desaminacion reversible del aspartato a fumaralo (fum) y
amonio, En Rhizobium melilot! se ha encontrado que la aspartato aminotransferasa participa
on la degradacidn de aspariato a esquelelos de caibono. Esta enzima cataliza la
transaminacién reversible entre aspartalo y 2- oxoglutarato a oxalacetato y glutamato. En
Eschenchia coli la sintesis de asparagina puede ser catalizada por dos enzimas: la
asparagino sintetasa |, que sintetiza asparagina a partir de aspariato, ATP y amonio y la
asparagino sintetasa Il que sinletiza asparagina a partir de aspanato, ATP y glutamina
(Humbert & Simoni 1980).

Asparaginasa

asN + HyO s asp + NH¢
Aspartasa
asp+H,0 Sl fum + NH,'

Aspartato amlnotransferasa.

asp + 2 oxogiutarato gemmemeememp  glU + oxalacetato
Asparagino sintetasa

asp + NH' + ATP comasmsemmcomnrs @SN + ADP + P

Asparagino sintetasa

asp + gin+ ATP == asn+glu+ AMP + PP



Asparaginasa

El estudio de fa asparaginasa en diferentes microorganismos ha sido motivo de gran
atencion por su alto potencial dlinico. La asparaginasa es ufilizada como tratamiento de fe
leucemia linfobidstica aguda, (Broome, 1967; Cedar & Schwartz, 1087, Wade, 1980). La
actividad antineoptésica resulta de la deplecién de los depdsitos de asparagina de fa
circulacion sanguinea por la asparaginasa, ya que las células cancerosas requieran de este
aminoécido para crecer. Esta enzima inhibe el 98% da la proliferacion de linfocitos (Chuang,
1990). A pesar de Ia amplia distribucion de las asparaginasas, solamente las enzimas de
fres microorganismos han sido estudiadas para este fin, la de E. coli, Envinia carotovora y
Proteus vulgans. (Howard, J & Carpenter, F 1872; Sinha of af,, 1991; Cedar & Schwarlz,
1887). La asparaginasa de E. carmtovora también es fannacologicamente activa y poses
diferente especificidad inmunolbgica (Bascomb, 1976) por fo que no produce una reaccion
cruzada con ta enzima de E. coli y por esa ha sido usada en pacientes que han desarrollade
hipersensibilidad a la asparaginasa de £. coli (Asselin ef al., 1993).

La actividad de la asparaginasa se ha estudiado tanto en microorganismos Gram
positivos como Gram negativos. Entre estos Uitimos se ha encontrado que E. coli tiene dos
asparaginasas (Cedar & Schwartz, 1967). La asparaginasa | se locallza en el citoplasma, es
producida constitutivamente, tiene una baja afinidad por su sustrato, es termosensible y se
inhibe con § diazo 4 oxo 2 norvaline (DONV) (Del Casale, 1983; Chesney, 1985, Jeristrom
ot al, 1989; Willis & Waalfolk, 1974), La asparaginasa ! se sncuantra en el periplasma,
fiene una alta afinidad por su sustrato, se regula positivamente por anaeroblosis a través dol
producto del gene fnry es dependiente de la proteina aceptora de cAMP (CAP) (Cedar &
Schwartz, 1987, Chesney, 1983; Jerlstrém et al., 1987, Rusell & Yamasaki, 1978, Jennings

& Beachman, 1993). Se ha secuenciado &l gene ansA que codifica para la asparaginasaly



ha sido purificada asta enzima (Ho, 1970). Ei gens ansB8, que codifica para ta asparaginasa
it ha sido clonado y secuenciado (Bonihron, 1880). Se ha putificado (Hamms ef al, 1991), y
sa ha determinado ta estructura cuatemaria de esta Gitima proteina (Swaln ef al,, 1993).

En Salmonella enferica, que es un organismo muy relacionado a E. coff, la
asparaginasa i se regula por la proteina aceptora de cAMP y por anaerobiosis. &l gene
ansB de S. enfenca fue clonado y la regién del promotor secuenciada (Jennings &
Beachman, 1883). La compuaracidn de las secuencias de este microorganismo y de E. colf
reveld que los elemantos regulatorios del promotor de ansB da E. colf estan altamente
conservados en S. onferica. Sin embargo, la expresidn del gene ansB de E. coli y S.
enterica es fundamentalmente diferente can respeacto a los mecanismos de regulacion por
oxigeno; of gene de £. coli es dependients dal activador transcripcional FNR, mientras que
en 8. enlerica es esencialimente independiente (Jennings ef al, 1993). La comparacitn de
las ragiones de los promotores de estos genes mostrd un sitic dnico de iniclo de
transcripcin y dos sitios regulatorios. £n E. coli se conoce que la proteina FNR s& une hacia
abajo del sitio FNR para inicisr la transcripcién a bajos niveles. Estos niveles se ven
aumentados cuando CRP s une al sitio de union CF (sitio hibride CRP-FNR) resultande una
regulacidon co-dependiente por CRP y FNR (Jennings & Beachman, 1993; Jennings ef al,
1893). Los mecanismos de regulacidn por oxigeno del gens ansB en S. enterica todavia no
se aclaran totalmente. Una posibilidad podria ser debida a los cambios de super-
enroflamiento del DNA (Higgins et al., 1990), tales camblos quizé aiteran la estructura del
complejo cAMP-CRP que es requerido para la transcripcidn. Otra posibilidad podrian ser las
vanaciones en la concantracién de cAMP durante ef crecimiento anaerdbico (Unden &

Duchene, 1987). Adn no se conoce exactamente el pape! de la asparaginasa ll en £. colf y



S. enlarca, sin embargo se sugiere que la ulilizacidn de la asparagina proves fumarato
como (itimo aceptor de electrones durante la respiracién anaerébica (Jennings ef al., 1893).

Los estudios sobre la regulacion da la asparaginasa en Emwinia chrysanthemi indican
que la sintesis de esta proteina es reprimida por glucosa y glicerol, Su actividad no es
alterada por ninguna fuente de nitrdgenc, adn aspartato (Callow ef al, 1971, Gilbert et o/,
1886); la forma activa de esta enzima es un dimero (Miller ot al., 1993).

En Vibrio proteus la asparaginasa es inducida por su sustrato y se regula por la
prasencia de oxigeno y de iactato en el medio de cultivo (Sinha et al,, 1991). En Serralia
marcascens la asparaginasa se induce por su sustralo asparagina (Khan e! al, 1970)
mientras que Pseudomonas Sp. requiere de asparagina y aspartico bajo condiciones
aerébicas para que sa induzca esta enzima (Nikolaav ef al., 1969).

En Bacillus sp. que es un microorganismo Gram positivo, Ia asparaginasa esta sujela
a reprasion catabdtica por nilrdgeno y tiene baja afinidad por su sustrato (65 mM). En esta
bacteria no hay evidencias de un sistema global de regulacién de nitrageno andlogo al
sistema Nir que se encuentra en bacterias Gram negativas (Atkinson et al, 1994,
Sonenshein, 1889). Sa ha encontrade qus en Bacillus subtilis los genes de la asparaginasa
y de 1a aspartasa se encuentran en un operdn; esto no es sorprendente puesto que existe
una relacidn funcional ya que el producto de ia asparaginasa es el sustrato de la aspantasa.
La transcripcidn de los genes ansA y ansB como parie de un operdn debe de facllitar fa
coordinacion de las dos actividades y asi lograr un balance entre fos niveles de aspartato y
asparagina en la bacteria para ulilizar l2 asparagina como fuente de carbono (Dongxu &
Setiow, 1991). Sin embargo en E. coll los genas ansA, ansB y aspA los cuales codifican
para asparaginasa |, asparaginasa !l y asparlasa respectivamente estan localizados en

cistrones separados (Jennings ef al,, 1990, Jerstrdém ef af., 1989). Parece que B. subtills



tiene sclamente una asparaginasa, ya que no puede detectarse actividad de asparaginasa
en cepas con ef gene ansA interumpido y estas mutantes no pueden crecer en asparagina
como Unica fuente de nitrégeno (Dongxu & Setlow, 1991). En Staphylococcus aursus la
asparaginasa se regula por cAMP (Rozalska & Mikucki, 1882; Resnick 8 Magasanik, 1976,

Sobls & Mikucki, 1991).

Aspartasa

La aspartasa es utilizada industrialmente para sintelizar aspartato a apaitir de
fumarato y amonio. El aspartato es ampliamente utilizado en la industria farmaceutica y
alimenticia, es utilizado para sintetizar aspartamen el cual es un dipéptido. L-aspartil L-fenil-
alanina metil ester, con propiedades duicolantes bajo en calorias, El aspatamen es cerca de
200 veces més dulce que la sacarosa (Cheetham, 1985; Tewar, 1990).

La aspartasa de £. col estd compuesta de 4 subunidadas idénticas con un peso
molecular de 52,224 (Takagi, 1985; Tokushige, 1985), de manera Interesante el aspartato
aclia no solamente como un sustrato, sino también actia como un activador de la enzima.
La reaccién de aminacién de fumarato es acelerada por la adicion de aspartato (Karsten &
Viola, 1991). £l aspartato parecs tener una alta afinidad por el sitio activador, el cual es
diferente del sitio catalitico, y la activacion solamente se observa en un pH alcalino (Karsten
& Viola, 19981). También se ha demostrado que la actividad de la aspartasa a un pit alte
requiere del activador (aspartato) y un co-factor (Mg") para que sea plenamente activada y
a un pH bajo es insensible a estos efectores (Karsten & Viola, 1991). La aspartasa es
regulada por la proteina receptora de cAMP y por anaerobiosis por la via del producto dal
gene fnr (Jeristrom ef al., 1987). El gene aspA que codifica a la aspartasa de E, coll ha sido

clonado y secuenciado, codifica a una proteina de 477 aminodcicos (Takagi et al,, 1985).



La aspartasa de Pseudomonas fluorescens es nutricionalmente inducida por
casaminodcidos y su actividad casi no se ve afectada cuando se crece en glucosa
(Miyamoto & Katsuki, 1992). El gene de la aspartasa aspA de P. fluorescens ha sido clonado
y secuonclado (Takagi et al, 1984), esta enzima tiene cuatro subunidades idénticas con un
peso molecular de 50,859, La aspartasa de P. fluorescens tiene propiedades cinéticas
similares a la enzima de E. coli y también es aclivada por el aspartato (Tokushige, 1985).
Ambas enzimas tienen un sitio catalitico y mecanismos regulatorios similares, la secuencia
de aminodcidos de la aspartasa de este microorganismo presenta un 56.3% de similitud con
la enzima de E. coli (Takagl et al, 1985). En P. fluorescens se sabe que la aspartasa
funciona en ambas direcciones dependiendo de las condiciones de las dos glulamato

deshidrogenasas (Tokushige et al,, 1979).

Aspartato Aminotransferasa

Se ha reportado una mutante de R. melilol/ alterada en la aclividad de [a aspartato
amino transferasa incapaz de crecer en aspartato y capaz de cracer bien en diferentes
fuentes de carbono y nitrégeno. Su mutacién como consecuencia causa la incapacidad de
fijar nitrégeno en los nddulos formados en alfalfa, io que nos sugiere que el asparato es un
sustrato esenclal para la bacteria durante la simbiosis. Se ha demostrado que en R. meliloti
el aspartato al igual que el succinato, fumarato y malato requiere del sistema de transporte
de los acidos dicarboxilicos para ser transportados. En esta mutante se encontré que su
sistema de transporte era normal y que estaba alterada en Ia actividad de la aspartaio
aminotransferasa (Rastogi & Watson, 1991; Watson & Rastogi, 1993).

En R. meliloli se han cionado y secuenciado dos genes que codifican para ia

aspartato aminofransferasa, conocidos como los genes aafA y tatA (Watson & Raslog],



1993, Gantt, J., ef al, 1992). La secuencia dal gene fafA, revelé que codifica para una
proteina homdloga a una aminotransferasa aromética de E. coli y a la mayoria de las
aspartato aminotransferasas conocidas, L.a secuencia del gene aatA revelé dos ORF (Open
Reading Frame, marco de lectura abierta) y ninguno de los cuales codificaba una enzima
con homologia tipica de las aspartato aminotransferasa. Se realizo una Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) para obtener una secuencia candidata subclonada, El fragmento
clonado complemanto la alteracion del catabolismo del aspartato y la fijacién de nitrégeno
original de la mulante. £sto demuestra que codifica para una aspartato aminotransferasa
con las propiedades esperadas. El andlisls de Ja secuencia muestra que el producto del aat
tiene homologia con la aspartalo aminotransferasa para una bacleria termoacidofilicas, la
Sulfolobus solfataricus y para una enzima sinvilar en una especie termofilica de Bacillus y de
la tirosina aminotransferasa eucariotica. EI DNA homologo al gene aalA s& ha encontrado
presente en Agrobactenum tumefaciensy otras rhizobia pero no en Klebsiella pneumoniae 6
E. coli (Watson & Rastogi 1993),

En Saccharoniyces cenavisiae se ha reportado la secuencia de la asparato amino-
transferasa. La secuencia de la enzima de esta levadura y la de E. coli han sido
delerminadas y parecen estar iguaimente relacionadas con aquelias enzimas citosélicas y
mitocondriales de los eucariotes en un 40 % de similitud, sin embargo estas isoenzimas son
muy diferentes a las aspartato aminotransferasas de las bacterias tenmoacidofilicas (Cronin

ot al., 1891).



Asparagino Sintetasa

El gene de la asparagino sintetasa ha sido clonado de una gran variedad de
organismos: bacterias, plantas, hongos y también la asparagino sintetasa del hombre
(Humbert & Simoni, 1980; Ta et al,, 1989; Scofield ef al., 1990).

En E. coli se han encontrado dos asparagino sintetasas, en donde los genes que
codifican para la asparagino sintetasa (asnA dependiente de amonio y asnB dependients de
glutamina) estan localizados en dos diferentes sitios del cromosoma. El producto del gene
asnA tiene una alta afinidad por el amonio, y el producto del gene asnB es capaz de utilizar
glutamina o amonio como un donador de nitrégeno. También se distinguen por que el
producto del gene asnB la asparagino sintetasa Il es mds 14bil a temperaturas bajas y tiene
mayor estabilidad a altas temperaturas y el producto del gene asnA, la asparagino sintetesa
| es termoestable a 37°C pero a 45°C se inactiva en menos de un minuto. Ambas asparagino
sintetasas utilizan aspartato y ATP como sustratos {Cedar & Schwartz, 1969 a, b; Humbert &
Simoni, 1980).

Se ha estudiado la asparagino sintetasa en los nédulos de aliafa, la cual se localiza
en el ciloplasma. La actividad de la asparagino sintetasa aumenta en paralelo con la
glutamina sintetasa y 1a cantidad de nitrégeno organico en los nddulos durante su desarrollo.
Los méximos niveles de esta enzima se encontraron a las tres semanas siguientes de la
inoculacion con R. melilofi (Ta et al,, 1989). En los nédulos de lupinus se ha encontrado que
la actividad de asparagino sintstasa de la planta se induce durante el desarrollo del nodulo,
en el xilema de lupinus ol aminoacido més abundante es la asparagina y este aminoacido
aumenta durante la fijacion de nitrdgeno y en los bacteroides de Rhizobium lupini se

encuentra elevada la actividad de la asparaginasa (Scott, D.B., 1979).
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Simblosis Rhizoblum-Leguminosas

El continuo agotamiento de [as fuentes de nitrégeno del suslo, y el aumento en la
demanda de alimentos ha propiciade el uso creciente de ferilizantes quimicos, lo cual
presenta varios inconvenientes tanto econdmicos como ecaldgices (Deiwiche, 1970;
Delwiche, 1981), por lo que existe un gran interds en concentrar la atencién en ¢t estudio de
la fijacién biolégica de nitrdgeno camo una altemativa para ¢! incramento y me oramients de
la producclén agricola, con menores costos y problemas de contaminacién,

Las bacterias del género Rhizobium fijan nitrégeno en simbiosis con fas leguminosas.
Durante fa simbiosis, [a plania suple de productos fotosintéticos a los bacteroides, que son
utilizados para obtensr energia y reducir el nitrégeno atmosférico. El amonio producido es
liberado por los bacteroides y ulilizado por la planta. La fijacién de nitrtégeno por Rhizobium
se lleva a cabo en los nédulos que se forman en la ralz de la leguminosa. En aste proceso
Rhizobium es quimiotacticamente atraldo hacia las ralces de la planta, debldo
prabablemente @ compuestos especificos producidos por {a planta. La planta libera clentas
sustancias llamadas flavonoides que Inducen a que el producto de fos genes nod participan
en la sinfesis de un compuests que provoca que los pelos de la raiz se enrollen (Bergman et
al., 1988; Caetano-Anolles, 1988). Al interaccionar con {a superficie da la raiz, Ia bacteria
altera el crecimiento de las raicas, de tal manera que éstas crecan deformes e incluso en
espiral (Yao st al 1969; Dazzo & Gardiol, 1984); mientras esto pasa, las células de ia conleza
de ia rafz bajo fa epidermis empiozan a dividirse (Libbenga & Harkes, 1973; Newcomb,
1981). Las bacterias atrapadas en el espiral de los pelos de la ralz 0 entre {os pelos de la
ralz y otra célula, proliferan y empiezan a infectar las células supetficiales de la planta,
(Libbenga & Harkes, 1973; Newcomb, 1981; Callaham & Torrey, 1081). Mientras tanto, las

células de la planta invadida son estimuladas a producir una envoltura de pared celular
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tlamada hilo de infeccion® La division de las células de la raiz establecen el cuerpo del
nddulo, los hilos de infaccion se ramifican y penetran algunas células del nédulo. l.as
bacterias son liberadas at citoplasma de tas células de la raiz y envueltas en la membrana
plasmatica de la planta (Robeitson ef al,, 1978), las bacterias se diferencian a bactercides y
empieza la fijacién de nitrogeno y el intercambio metabdlico (Sutton et al., 1981; Verma &
Long, 1983). La planta suple de productos fotosintéticos a los bacteroides qus los utilizan
para obtener energia y reducir el nitrdgeno. El amonio producido por los bacteroides as
liberado y utilizado por la planta.

La nitrogenasa es el complejo enzimatico que cataliza la reduccion de nitrégeno
atmosférico a amonio. Para que la fijacion de nitrégeno se lleve a cabo es necesara la
expresién de los genes de fijacidn de nitrdgeno nif y fix (Schetgens ef al., 1987; Ear ef al.,
1987).

El producto final de la fijacién de nitrégeno es amonio, existen varias evidencias que
indican que ia asimilacion de amonio se lleva a cabo principalmente por la planta. Asi, las
actividades de las enzimas de asimilacidn de amonio son bajas en el bacteroide, mieniras
que en el citoplasma de la planta estas actividades son muy altas (Brown & Dilworth 1975).

Durante ta interaccién rhizoblum-legumincsa se establece una cooperacion
metabdlica, en la cual el bacteroide reduce nitrégeno molecular a amonio y 1o exporta a la
planta mientras que la planta provee de compuestos de carbono al bacterolde.

La naturaleza de la fuente de carbono que proporciona fa planta a los bacteroides
durante la simblosis ha sido una de las mayores preguntas en la investigacion en este
campo, debldo a que el abastecimiento de la fuente de carbono limita la fijacién de
nitrdgeno. QOriginalmente se propuso que estos compuestos eran aztcares, pero éstos no
son transportados ni oxidados por fos bacteroides (Dilworth & Glenn, 1984). Los &cidos

dicarboxilicos succinato, fumarato y malato han sido considerados la fuente principal de
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carbono y energia que fe proporciona fa planta a los bacteroides (Dilworth & Glenn, 1984;
Stowers, M., 1985). Asi, las enzimas requeridas para la funcién del ciclo de fos dcidos
tricarboxilicos son necesarias para el metabolismo de los bacteroides que fijan nitrégeno
(Gardiol et al., 1982).

Las mutantes en el gene dcfA, que codifica la proteina estructural para el transporie
de los acidos dicarboxilicos encontrada en la membrana, causa la formacion de nddulos que
son incapaces de fijar nitrégeno, demostrando que fos acidos dicarboxilicos son un sustrato
esencial para la bactenia durante la simbiosis (Ronson, C.W., &f a/ 1984). Cepas mutadas en
detB y detD, que son genes regulatorios que controlan la induccion del gene detA, tienen
una capacidad parcial de fijar nitrégeno, a pesar de su incapacidad para transpodar los
acidos dicarboxilicos en vida libre. Esto todavia no esté claro aunque es posible que olros
genes diferentes de dctB y defD puedan servir para inducir delA en el estado simbidtico
(Watson, 1990; Yarosh et al., 1989, Arwas et al., 1985, Finan et a/.,, 1983, Ronson et al,
1984; Ronson et al., 1981).

Existen evidencias de que {os aminoacidos puede tener un papel imporiante como
fuente de carbono y energia para la fijacion de nitrégeno (Kahn et al., 1883; O'Gara, 1976;
Tubb, 1976; Salminen & Streeter, 1987). Como ya se menciond anteriormente se ha aislado
una mutante en R. meliloti incapaz de crecer en aspartato como fuente de carbono y
nitrgeno que presenta una disminucién en I8 actividad de aspartato aminotransferasa y no
fija nitrégeno. La concentracién de aspartato aminofransferasa se encuentra alta tanto en la
planta como en el nddulo, en relacion con aquellas enzimas necesarias para la asimilacion
de amonio. Aunque la aspartalo aminotransferasa se considera generalmente importante en
la conversién dei amonio producido por la fijacion de nitrégeno a asparagina para ser

transportado al resio de la planta (Vance & Heichel, 1991), se ha propuesto que uno de los
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papeles de esta enzima en los nodulos de la planta podria ser producir aspartato para el
catabolismo de la bacteria (Altano & Kahn, 1993). Este catabolismo podria ser por una via
directa o por una via mas compleja como ¢! intercambio entre malato-aspartato encontrado
en las mitocondrias (Appels & Haaker, 1991; Kahn et al., 1983).

Se ha encontrado que la asparagina aporta el 30% y 70% del nitrégeno organico
soluble total en la ralz y en el tejido de los nodulos respectivamente; Es uno da los
compuestos utilizados por la planta para transportar el nitrégeno de las ralces a las hojas.
Se ha mostrado que en [os nadulos de lupinus, 1a actividad de asparagino sintetasa de la
planta se induce durante el desarrollo dal noédulo mientras que la actividad de la
asparaginasa de !a planta disminuye (Scot. 1879). En el xilema el aminodcido més
abundante es la asparagina y.aumenta durante 1a fijacion de nitrégeno.

Nosotros estamos interasados en conocer como se regula la concentracion
intracelular de los aminoacidos. En R, effi se ha demosirado que la concentracion de la
glutamina intracelular es al resultado de su sintesis y degradacién (Duran & Calderén 1995).
Estamos interesados en estudiar en R. elli 1a degradacion de ia asparagina. Sl la
concentracion intracelular de este aminodcido es regulada tanto por su sintesis como por su
degradacion. También estamos interesados en conocer el pape! de ta degradacion de la
asparagina en R. elli durante la simblosis ya que estudios previos realizados con esta
bacteria muestran que la actividad de la asparaginasa Se encuentra elevada en los
bacteroides y que R. efli crece optimamente en asparagina como fuente de carbono y
nitrégano y no creca en aspartato como fuante de carbono y nitrégeno.

Para conocer el papel de la degradacion de la asparagina en R. efli hemos

determinado las enzimas que pueden participar en su degradacion y estudiado su



regulacién. Ademds hemos aislado y caracterizado mutantes de Rhizobium etli alteradas en

la degradacién de la asparagina.
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OBJETIVO GENERAL.

Conocer las vias que participan enla degradacidn de la asparagina, su regulacion

y su funcién en Rhizobium etli en vida libre y en simblosis con Phaseolus vulgaris, asi

como su relacién con |g fijacion de nitrégeno.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar las enzimas que participan en la degradacion de la asparagina en
Rhizobium etli.
2, Conocer la regulacion de las enzimas que participan en la degradacion de la

asparagina en Rhizobium et

3. Obtener y caracterizar mutantes alteradas en el catabolismo de la asparagina.

4, Clonar el gene de la asparaginasa y aspartasa.



METODOS

CEPAS Y PLASMIDOS

Se ulilizé la cepa silvestre de Rhizobium efli, cepa CE-3 derivada de CFN42
previamente clasificada como Rhizobium leguminosarum bv, phaseoli, (Segovia ef al., 1993),
resistente a dcido nalidixico (nal) y estreptomicina (sm).

La cepa de Eschenichia coli 8-17 que lleva la region de los genes tra del pldsmido
RP4 integrado en el cromosoma y el vector sulcida pSUP5011 que lleva el Tn5-mob y da
resistencia a esireplomicina y kanamicina (Km) (Simon, R. ef al. 1986).

Se utilizd el plasmido pRK2073 que lleva la regién de los genes tra y da resistencia a

espectinomicina (sp) (Figurski & Helinski 1979; Ditta G, ef al., 1980).

CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Los medios de cultivo se inocularon con la cepa silvestre a 0.05 D.O., previamente
crecida durante 16 h en medio rico liquido de PY (Extraclo de levadura 0.3%, peptona de
caselna 0.5%, cloruro de calcio 7 mM) a 200 revoluciones por minuto (rpm) y a 30°C. Los
medios minimos (MM) conlienen fosfato de potasio dibasico 1.2 mM, sulfato de magnesio
0.4mM, CaCl, a 1.5 mM, FeCl, 0.003 mM y se suplementaron con las diferentes fuentes de
carbono y de nitrégenc a una concentracién de 10 mM, excepto en el caso del glicerol, el
cual se utilizé al 2%. El crecimiento se daterminé por la densidad dptica a 540 nm y por
proteina, la cual se determiné por 6l método de Lowry (Lowry et &/, 1851).

Para los experimentos de limitacién de oxigeno, en matraces de 500 mi, con 250 mi

de medio de cultivo se inocula con la cepa se desplaza a! oxigeno del medio de cultivo con



nitrégeno, burbujsando directamenta el medio por 2 minutos, posteriormente se desplaza el
oxigeno de la atmosfera del matraz durante 10 minutos, y se inyecta 14.3 mi de aire para
dejar una atmosfera de 1% da oxigeno. Se tapa con un tapon de hule y se dejaron crecer

durante 18 hr.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CELULARES

Los extractos celulares se prepararon a partir de 250 ml de medio los cuales so
centrifugaron 10 minutos a 10 Krpm, e! sobrenadante se decanté y la pastila celular se lavé
con 200 ml de agua fria y se centrifugd nuevamente a 10 Krpm durante 10 minutos a 4°C.
La pastilla se resuspendié en 800 pl de amortiguador de extraccion en el caso de la
actividad de la asparaginasa y cuando se determinaron las actividades de aspartasa,
fumarasa y aspartato aminotransferasa en 2 ml. El amortiguador utilizado depende de la
actividad enzimdtica a determinar. El amortiguador de extraccién y de reaccion para
delerminar la aclividad de la asparaginasa, aspartato aminotransferasa y fumarasa fue
KH,PO, 0.1 M a pH 7.6. El amortiguador de extraccién para determinar la aspartasa fue
KH,PO, 0.05 M, KCI 0.1M, EDTA 1 mM, Mercapto etanol 5 mM, a pH 8.0 y el amortiguador
de reaccion de la aspartasa fue Tris HCl a 0.5M, e pH 8.8. Las células se rompieron
sonicando la suspensién de células durante 4 minutos, en un sonicador ultrasénico
(Soniprep  150). Posteriormente se centifugaron 2 minutos en microcentrifuga, el
sobrenadante se decanté y se dejé en hielo, para determinar la actividad enzimdlica

corespondiente,



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA

La actividad de la asparaginasa se determing a través de medir los produclos de
reaccion.

El amonio se detennind colonmétricamente. La determinacién de amonio se realizo
con 50ul de extracto mds 200t de ta mezcla (125 pi de asparagina 20 mM a pH 7.0, 75 pl
de amortiguador KH,PO, 0.1M a pH 7.6), incubandose a 37°C por 0, 15, 30, 60y 120
minutos, parando ia reaccion con 250 pl de una solucién de dcido tricloroacético (TCA) al
1.5%, se centrfugd 2 minutos en microfuga a 12 Kipm y se decanté, Se tomaron 204l dej
sobrenadante, al cual se le adiclonaron 180yl de agua, mas un m! de la solucién | (Fenol al
0.10 M y nitroprusiato de Sodio 0.05 M) y 1 ml de solucién il (hidréxido de sodio 0.12 M e
hipoclorito de sodio 0.42 gff), se agitd, se dejd reposar por una hora y se ley6 la densidad
dplica a 825nm (Chaney et al., 1962; Osorio et al.,1993).

El aspartato se determiné por cromatografia liquida de alta presién en un Gold Liquid
Chromatographic system Beckman y usando como detector un fluorémetro Gilson (modelo
121). Una vez obtenido el extracto para medir |a actividad de 1a asparaginasa la reaccion se
efect(a con 200 pl de extracto ceiular y 800 pl de la mezcla (500 i de asparagina a 20 mM
pH 7.0, mas 300 pl de KH,PO, 0.1M a pH 7.6) incubando a 37°C a los tiempos 0, 30,60 y
120 minutos, 1a reaccién se detuvo la reaccion con 5 mi de etanol ai B0%. Para la
determinacién de aspartato se calenté a 90°C durante 10 minutos. |.os extractos celulares
se centrifugaron 10 minutos a 10 Krpm, el sobrenadante fue liofilizado y resuspendido en

500 pl de agua destilada.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA

La actividad de la aspartasa se determind a través de medir los productos de ia
roaccion.

La produccién de fumarato se determind espectrofotométricamente a 240 nm.

La mezcla de reaccién fue preparada con 200 ul de amortiguador de reaccion
Tris.HCI10.56M a pH 8.8, 20 i de MgCl; 0.1 M, 200 ul de aspartato 0.5M a pH 7.0, se afar6 a
1 ml con agua y se agregaron 25 pl del extracto celular. La cinélica es iniciada a
tempaeratura ambiente por a adicion del extracto celular (Tokushige, 1885).

La determinacién de amonio de |a actividad de la aspartasa se reafizé con 50 pl de
extracto celular mas 200 pl de la mezcla (125 pl de aspartato 0.5M a pH 7 mas 75 pl de

amortiguador fosfato de potasio monobdsico a pH 8.8). En fa segunda reaccién, en la

formacion de color se diluyd 10 veces el extracto de la primera reacclon.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARTATO
AMINOTRANSFERASA

Los extractos celulares se prepararon como se menciond anteriorments, se
centrifugaron dos minutos en microcentrifuga y se dializaron durante 24 h en amortiguador
de extraccién mds 0.01mM de §' fostato de piridoxal @ 4°C. La formacion de oxalacetato fue
determinada espectrofotométricaments a 340 nm. La mezcla de reaccidn se lleva a cabo en
un volumen total de 1 mi conteniendo 100 pl de Tris-HC! 1.0 M a pH 7.6, 500 pl de Asp 0.5
MapH 7, 100 1! de NADH 3.0 mM, 50 pl de 5'fosfato de piridoxal 2 mM, 50 pl 2 oxoglutarato

0.2 M, 10u/50 pi de malato deshidrogenasa (MDH). La reaccion inicia en cuanto se le
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adiciona 10 pl del extracto y la MDH. La reaccion es monitoreada durante 20 minutos (Rej,

R. & Horder, M. 1887)

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FUMARASA

Los extractos celulares fueron preparados como se mencioné anteronmente y el
homogenado se centrifugdé 2 minutos en microcentrifugn. L.a determinacion de fumarato se
realizé con 70 pl de extracto celular, 35 pl de L-malsto 0.8M a pH 7.5, 500 pl de
amortiguador de reaccion. La reaccidn se inicia en cuanto se le adiclona el extracto. La

formacidn de fumarato fue determinada espectrofotometricamente a 240 nm (Stitt, 1984).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINO
SINTETASA

Se determind la actividad de la glutamino sintetasa como control negativo fue
ensayada con extractos preparados como se describié anteriormente con amortiguador de
extraccion de hidrocloruro de imidazol 10 mM, méas EDTA 0.05 mM a pH 7 como se describié

anteriormente. La glutamino sintetasa se determiné como la describe Bender et al., 1977,

DETERMINACION DE LAS POZAS DE AMINOACIDOS DER. etli

En matraces con 250 ml de medio minimo suplementados con asparagina,
asparagina mas succinato o amonio mas succinato, se inocularcn con la cepa silvestre a
una densidad dptica de 0.1 a 540 nm y se agitaron a 200 mm a 30°C durante 5 h. Las
mutantes se inocuiaron a 0.5 de D.O. a 540nm en la condicién de asparagina como fuente

de carbono y nitrégeno.
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A las 6§ h de crecimiento se tomd una muestra para leer la densidad éptica y
determinar proteina. Se centnfugé a 10 Krpm durante 10 minulos a 4°C. Sa lavé la pastilla
con agua frla, después se centrifugd 10 minutos a 10 Kipm, se decantd, y se resuspendio la
pastilla en 5 ml da etano! al 80%, se calenté por 10 minutos a 90°C, se centrifugd 10 minutes
a 10 Krpm y 6l sobrenadante se liofilizé. Los amino&cidos se determinaren por cromatografia

liquida.

MUTAGENESIS CON EL TRANSPOSON Tn5

Los transposones (Tn) son herramientas muy Giles para obtener mutantes en
microorganismos. Su utilidad estd basada en una serie de caracterisiticas: a) Los
transposones usualmente inactivan el gene donde se insertaron. b) Los Tn llevan
marcadores genédticos, tales como resistencia a antibiéticos, los cuales generaimente
facilitan el mapeo genético, asi como la transduccidon o la clonacién de las regiones
mutadas. c) Las mutaciones que producen son generalmente polares y revierten a muy baja
frecuencia (De Bruijn & Lupski, 1984) ’

Nosotros utilizamos el Tn5-mob que es particulamnenta Ulil para la mutagénesis en
Rhizobium ya que se inserta al azar, tiene el sitio mob por lo cual es movilizable y confiere
resistencia a los antibiéticos Kanamicina (Km), Neomicina (Neo) y Estreptomicina (Sm).

Para realizar la mutagenesis se utilizé la cepa S-17 de £. coli y la cepa de R. efli CE-
3. Se mezclaron la cepa de R. elli previamente lavada con agua para eliminar el exceso de
exopolisacaridos y la cepa S-17 de E. cofi, se agitaron perfectamente en el vortex, y se
centrifugaron por un minuto, se decanté el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 100

jul de medio rico. Se siembra en una caja de PY sdlido y se dejé crecer durante 24 h a 30°C.

De la cruza, se hizo una suspensién y se platearon en cajas con PY nalidixico 20 pg/mi y
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kanamicina 30 pg/ml para obtener colenias aisladas, estas se recolectaron en medio de PY
para obtener un almacén de mutantes de R. etli que se guardd en alicuotas de 1 ml con 88

il de DMSO a -70°C.

ENRIQUECIMIENTO DE LAS MUTANTES CON AMPICILINA

En un cultivo de crecimiento de bacterias el cual ha sido previamenle mutagenizado
con Tn5. Sa crece a las células en un medio sintélico el cual no permite que las células
mutadas crezcan, la adicién de ampicilina mata selactivamente a las células no mutadas
interfiriendo en la sintesis do la pared celular.

Dal almacen de mutantes se crece a las céiulas en un medio minimo suplementado
con asparagina y con 200 pg/ml ampicilina. En matraces con 100 ml de medio minimo
suplementados con asparagina, con y sin biotina, se inoculé a 0.3 D.O. |a cepa silvestre con
el TnS insertado; el medio debe contener los antibidticos comrespondientes (nalidixico 20
pg/ml, kanamicina 30 pg/m! y ampicilina 200 pg/ml). El cuitivo se dejé crecer 48 h
resuspendiendo en medio fresco cada 12 h. Se cosecharon las células por centrifugacion,

se resuspendieron en 5§ mi de PY, se almacenaron en alicuotas con DMSO a -70 °C

DETERMINACION DEL FENOTIPO SIMBICTICO

Para observar e! comportamiento de las cepas de R. elli durante !a simbiosis con
Phaseolus vulganis, se realizaron experimentos en macetas con vemiculita, donde se
sembraron semillas de frijo! previamenle germinadas y se inocularon con las diferentes
cepas da R. elli (Bravo et al., 1988).

¢ Cultivo de Plantas



Germinacién de las semillas de frijol:

- Se lavaron las semillas de frijol con agua.,

- Sa colocaron en etanol al 80% durante 5 minutos.

- Sa lavaron con agua estéril

- Se colocaron en hipoclorito de sodio al 7.5% durante 15 minutos.

- Se escurrieron y se dejaron reposando en hipoclorito de sodio al 2.6 % durante 20
minutos. A partir de este momento se trabajo en condiciones de esterilldad.

- Se lavo con agua estén! hasta eliminar el olor a cloro.

- Se remojaron en agua esténl por 2 horas. Es conveniente cambiaries el agua
continuamente.

- En charolas con una base gruesa de papel absorbents aesténl perfectamente
humedo se sembraron los frijoles a una distancia de 3 cm. Se sellaron con papel aluminio.
Se incubaron a 29°C durante tres dias para que germinen las semillas de frijol.

Una vez que han germinado se sembraron 6 plantas en cada maceta con vermiculita
esténl, se taparon con un plato que tenfa 8 onficios para que salgan las plantas. Se regaron
con 800 ml de sales (Medio Fahraeus, Elementos trazas, CaCl, 88 mM, FeCl; 30 mM,
utilizando soluciones 1000 X). Después de tres dias de sembradas las semillas germinadas
del frijol se inocularon con 1 m! de una suspension de células a 1.0 de D.O. a 540 nm de la
cepa de R. eflf ::Ieseada. )

Se sembraron dos macetas como control sin inoculo, una con nitrégeno la cual se
riega con 5 ml de KNO; 50 mM por planta cada semana y un control negativo sin nitrdgeno.

A los 26 dias de crecimiento se sacaron las raices y se determind el nimero de

nédulos y sa siguié el procedimiento para la deteminacion de la actividad de la nitrogenasa.
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MERIO FAHRAEUS 1HTRO Sol. Stock 1000 X

NaH,PO, . H,0 0.15¢g 150 g
KH.PO, 0.10¢g 100g
MgS0,.7H,0 0.129 1209
ELEMENTOS TRAZAS (Gibson)__1 LITRQ Sol Stock 1000 X
H3BO, 0.0028 g 286¢
MnSO ,.4H,0 0.0020 9 2.03 [}
ZnS04.7H;0 0.00022 g 022¢
CuS0, 5H;0 0.00008 g 0.08g

Na ;M00..2H;0 000010 g 010g

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA EN
BACTEROCIDES DE LAS MUTANTES DE R. etli

La actividad de la nitrogenasa se determing por cromalografia de gases
{Chromatograph Gas. Varian 3700) midiende ia produccion de etiteno a partir de acetileno
(Szeto et af 1987, Bravo ef &/, 1930),

A las plantas de 28 dias de crecimiento inoculadas con la cepa silvestre y con las
mutantes AHZ1, AHZ4, AHZ7 se les sacaron las raices y se introdujeron das raices en un
frasco de vidrio de 200 mi, se taparen con tapdn vacutainer. Se Inyectaron 3 mi de acetllens
tomando 1 ml por cada muestra; la primera muestra se toma cuando ha transcurrido una
hora y la segunda muestra a las 2 horas, se introdujeron en un tube vacutainer, Una vez
tomadas las dos muestras, la rafz se desnodula y se secaron los nodulos a 55°C durante 72
h para determinar el peso seco del néduto por planta.

El etiteno producido por la nitrogenasa so cuantificd inyectando 500 pl de la muestra

deseada en el cromatbgrafo de gases.
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PURIFICACION DE LOS BACTEROIDES

Los bacteroides de los nddulos de las ralces de Phaseolus vulgars se aistaron
utilizando un gradiente de Parcoll (Reibach et a/., 1981).

Se maceraron aproximadamente 3 g de nddulos de los frijoles infectados con R. eili,
con amortiguador de fosfatos, (KH;PQ, 50 mM, NaCl 0.15 M a pH 7.6), se centrifugaron §
minutos a 3 Krpm, el sobrenadante se volvié a centrifugar 15 minutos a 15 Krpm, la pastilla
se resuspendié en 1 mi de amortiguador de fosfatos. Se colocod 1 ml de fa suspension en un
gradients discontinuo de percoll (24.5 mi percoll, 3.5 ml de amortiguador fosfalo de potasio
monobésico 0.5M, NaCl 1.5 M a pH 7.6, se adicionan 7 ml de agua), se centrifugé 50
minutos a 20 Krpmi, se recolectd la fraccidn de los bacteroides por succién con pipeta
pasteur. Para eliminar el percoll se diluyd 1:10 con amortiguador de extraccién, se
centrifugaron 20 minutos a 15 Krpm, se succionaron el sobrenadante y la pastilla se volvié a
centrifugar en microcentrifuga por 2 minutos y se resuspendid en amortiguador de
extraccion, dependiendo de ia actividad que se va a determinar, o se resuspendié en 5 ml
de etanol al 80% para determinar pozas de aminodcidos. Se siguié el mismo procedimiento

para pozas de aminodcidos en vida libre.

DETERMINACION DEL FENOTIPO DE LOS BACTEROIDES DEL
NODULO :

Se tomaron algunos nddulos &l azar de cada una de las cepas inoculadas y se
pusieron en agua durante 5 minutos. Se decantaron y se colocaron en una solucidn de
hipoclorito de sodio al 2.6%, y se dsjaron reposar durante 5 minutos. Se lavaron con agua
estérl un minimo de 5 veces. Se exprime el nddulo en una caja con medio rico de PY

conteniendo fos antibidticos comrespondientes. Se trabajé en drea estéril. Las cajas se
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incubaron a 30°C durante 72 h. De las colonias aisladas, se picaron en caja petri con

diferentes medios para determinar el fenotipo de las bacterias conlenidas en el nodulo.

CLONACION CON EL BANCO GENOMICO DE R. etli

Se realiz6 tres cruzas triparentales con las mutantes, AH21, AHZ4, AHZ7 la cepa de
E. coll HB101 t¢* que contiene el bance gendmico de R. elfi y la cepa de E. coli que liene el
pldsmido pRK2073. Las transconjugantes se seleccionaron en un medio minimo con
asparagina como fuente de carbono y nitrégeno, con los antibilicos kanamicina y

tetracicliina

EXTRACCION DEL PLASMIDO
Esta técnica se uliliza para extraer DNA total de algunas bacterias (Maniatis, T;
ef.al,;1989). Cada una de las mutantes complementadas se inoculé en un tubo con 6 mi de
PY, incubandose durante 16 h. Se centrifugaron 4.5 mi durante 2 minutos en microfuga, se
aspird el sobrenadante y se lavé la pastilla con 1 ml de agua astén.
Se resuspendid la pastilla con 100 pl de solucién A, se agité en vortex.
Se adicloné 200 pi de sol. By se agitd nuevamente.
Se reposé 10 minutos en hielo, se adicionaron 150 pl de la sol. C y se agito.
Se dej6 reposar 30 minutos en hielo.
Se centrifugé 3 minutos en microcentrifuga,
Se vacié el sobrenadante en otro tubo,y se adicioné un mi de etanol frio.
Se dejd reposar 30 minutos a -20°C
Se centrifug6 § minutos en microcentrifuga y se aspird el sobrenadanta.

Se disolvid la pastilla en 100 pi de agua y se agité en vortex,
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Se adiclond 50 pl de solucion C mas 300 pi de etanol frio.

Se dojé reposar 10 minutos a -20 °C.
Se centrifugd 5 minutos, aspirar el sbrenadante y se secé la pastilla al vacio

Se disolvid la pastilla en 20 p! de agua destilada y se agitd en vortex.

Se guardd a -20°C.

Si el DNA estd muy sucio se realiza una extraccion con fenol-clorofonmo,

Extraccion con Fenol-cloroformo

A la musstra se le adiclonaron 400 pl de TE (10 mM TrisHCl, 1 mM EDTA), se agitd con

voriex.

Se adicionaron 400 pl de solucién fenol-cloroformo

Se centrifugoé § minutos. El sobrenadante se paso a otro tubo.
Se agregd 400 1l de cloroformo, se agitd con vorex.

Se centrifugd § minutos. Se tomo el sobrenadanta.

El DNA se precipitd con etanol. (Dos voiimenes de etanol y 1/10 de acetato de sodio),

Se agitd en vortex.

Se dejé reposar durante 10 minutos a -20 °C,

Se centrifugd 10 minutos, se aspird al sobrenadante y la pastilla se seca al vacio
Se resuspendid con 15 i de TE.

Soluciones

A: 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HClapH 8

B: 0.2 N NaOH, 1% SDS

C. 7.5 M Acatato de amonio.

28



+ Digestion de DNA con enzimas de restriccién
5 pl de DNA

2 ul amortiguador para EcoR1

13 pldoe agua

Se utiliz6 1a enzima EcoR1.

Se incubd a 37 °C durante 60 minutos conla enzima.

¢ (el de Agarosa

Se utilizaron geles de agarosa al 0.8%. La agarosa se disolvid en la solucién
amortiguadora TBE 1X (Tris Base 44 mM, &cido borico 27 mM y EDTA 0.5M a pH 8). Se le
agreg6 10 pl de una solucién de 5 pg/mi de bromuro de etidio por cada 100 m! de agarosa.
Se adiciona en cada pozo 5 i de la digestion mds 2 wi de colorante y se deja comer a 100

volts durante 60 minutos.

» Preparacion de las células competentes de £. coli

En un matraz de 250 mi con 25 ml de medio luria (LB) se inoculd E.cofi HB 101 a
0.05 de D.O,, se dejo crecer hasta 0.5 0.0. a 540 nm.

Se centrifugd § minutos a 7 000 rpm.

Se resuspend}é en 10 mi de CaCl; 0.1 M. Se agité manualmente.

Se dej6 en hielo con agua durante 20 minutos,

Se centrifugd 5 minutos a 7 000 rpm,

Se resuspendié ia pastilla en 2.5 mi de 0.1 M CaCl, (1/10 del volumen total). Se deja

en hielo y en refrigerador toda la noche.
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» Transformacion de E. coli

En un tubo eppendorf se adicionan 100 pi de células competentes mas 4 pl de DNA
del plasmido que se aislé. Se agité en vortex,

Se dej6 reposar 20 minutos en hielo. Posteriormente se incubé 3 minutos a 42 °C, no
sa debe agitar.

Se dejé en hielo, se le adiciond 1 ml de medio luria.

Se dejo reposar 60 minutos a 37 °C.

Se centrifugéd 1 minuto en microfuga

Se retird el sobrenadante y se dej6 en 100 ul de LB y se agité en vortex.

Se plated en caja con LB Tc

Se incubé a 37 °C durante 24 h,

TRANSFERENCIA DE DNA TIPO SOUTHERN.

Para transferir el DNA de un gel de agarosa a una membrana de nitrocelulosa o nylon se
utilizé un procedimiento modificado de la transferencia por el método de Southem (Maniatis, T.
ol al, 1989, Southem, E. M. 1975) para obtener dos copias de un mismo gel, el procedimiento es
el siguiente;

- Digerir el DNA deseado con la enzima de restriceién nequerida y correr el gel de agarosa
poniendo en un camil, de proferencia en el primero, un marcador de pese como DNA de fago
lambda digerido con la enzima de restriccién Hind fll o Ladder de 1 Kb,

- Retirar ¢l gel de la camara, usando guantes, una vez que terminé la electroforesis,
marcar el gel de un extremo haciendo un corte en una de fas esquinas inferiores.

- Se observo el gol con luz ultravioleta

- Se puso el gel en una charola y sa hace el siguiente procedimiento:
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1) Se agrega una solucion de HCI 0.25 N a que cubra el gel agitando suavemente
durante 15 minutos para que suceda una daputinacién dcida.

2) Se retira ta solucién y se enjuagé con agua.

3} Se agregé una solucion de NaOH 0.5 M + NaCl 1.0 M a que cubra el gel agitando
suavemente durante 45 minutos para que ocuma una desnaturalizacion alcalina.

4) Se rotird fa sclucién anterior y s8 agregd una solucion de tnis 0.5 M pH 7.5 + NaCl 1.5
M a que cubra el gel agitando suavemente aproximadamonte durante 45 minutos para
neutralizar. Se enjuago con agua.

- Se hirvid § minutos los filtros de nitrocelulosa (Schieicher & Schuell de 0.45 mm) para
eliminar la capa de detergente que tienen enla superficie.

- Se pusieron los filtros en una solucion salina de citratos 8 X (S8SC) por un momenta.

- Se tomd el gel con guantes y se colocd sobre un vidrio, se tomé un filro de nitrocelulosa
y se puso sobre el gel en un solo movimiento, cuidando que no queden burbujas enfre eflos.

- Se pusieron 3 capas de pape! absorbente sobre of fitro y después 8-10 cm de
servitoallas dobladas a la mitad y un vidrio.

- Sa invierte todo el paquete, se retind e vidrio que estd en contacto con el gel y se puso
un fitro de nitrocefulosa. Repetir e} procedimiento del inciso anterior.

- Alfinal se puso un matraz con 1 lifro de agua sobre el vidrio stiperior.

- Al dia sigulente se retird las servitoallas y el papel absorbente, se tomo los filtrs con
guantes y se marcaron los carmiles con boligrafe antes de separaros dal gel, también se puede
marcar el nimero del gel, la fecha, elc.. Se retird los fillras con cuidado y se pusieron entre
servitoallas para secar en e homo de vacio a 80°C durante 2 horas. Se guardé en una holsa de

pléstico hasta el momanto de usarse.
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SOLUCION SALINA DE CITRATOS 20 X {SSC).

H;0 aforar a 1000 mi
NaCl 17539
Citrate de sodio 8829

MARCAJE RADIACTIVO DE DNA.
El DNA se marcé con P por un procedimiento de corte y reparacion de DNA (Nick
Translation) (Righy, P., et al, 1977), para esto se usa un estuche comercial y aCTPYP, La

reaccion se hace en un tubo eppendorf nuevo esterlizado.

- Reacclén:
DNA 10-50 ng
0 aforara 50 mi
Sol.1 estucha 10m
Sol.2 estuche 10mi
pLTP 10 mei

- Se agitd &l tubo y se centrifugs 30 segundos en la microcentrifuga.

- S puso 8l fubo en un bafio de agua a 12-14°C por 2 horas.

- Se prepard una columna en una jeringa de 1 ml con un poco de fibra de vidrio en el
fondo, se empacé hasta la marca de 1 ml con resina hidratada Sephadex G-75.

- Se equilibrd la rasina con 5 mi de solucidn amortiguadora para la reaccion de corte y
reparacion.

- Al termino de la reaccidn se agregd a la muestra 250 ml de solucién amortiguadora para
la reaccién de corte y reparacion, se mezcld y se colocé en la columna todo o volumen, y se
sacd fodo el liquido. Se agregd 600 ml de solucion amortiguadora para la reaccion de corte y
reparacién a la columna y se recolecté todo el liquido, en esta fraccién se recupera ol DNA

marcado,

32



- Se almacend el DNA marcado a -20°C denfro de una caja de acritico especial para

compuestos radiactivos.

SOLUCIONES DEL. ESTUCHE DE CORTE Y REPARACION DE DNA.
1) Soluclén 1.

Solucion amortiguadora; tris pH 7.8, MgCly, 2-mercaptoetanal,

Nucledtidos: d ATP 100 mm, d GTP 100 mim, d TTP 100 mm.
2) Solucion 2,
Solucién amortiguadora: tris pH 7.5, MgCl,, glicerol, albimina sérica bovina,

Enzimas: § unidades/10 ml de DNA polimerasa 1.

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA LA REACCION DE CORTE Y REPARACION.

Tns 10mMpH 8

NaCl 100 mM

EDTA imMpH8

sDS 001 %
HIBRIDACION.

Para detectar secuencias an el DNA gendmico homologas al DNA usado como detector,
se puede hacer una hibridacion. Este procedimiento se lleva a cabo en dos etapas, una alépa
preparativa llamada prehibridacion y la olra etapa llamada hibridacién en donde se pone en
contacto el DNA marcado radiactivamenta usado como detector o probador con el DNA adherido
al filtro de nitrocelulosa (Maniatis, T., ef.al.,1989). Los componentes de la solucién, asi como la
temperatura de incubacién, se modifican de acuerdo al grado de homologla entre el problema y

el detector, de manera que existen condiciones de hibridacién relajadas, intermedias y estrictas.

33



En este trabajo las condiciones de hibridacién son estrictas pues los detectores son homdlogos a

los problemas.

» PREHIBRIDACION.
- Se humedecid fos filtros de nitrocelulosa con una solucion 6 X SSC y se pusieron en
una bolsa de polietileno.

- Se agregd 1 ml por canil de una solucién que contiene:

SSC 6X
Denhardt's 10X

Tis HCIpH 7.5 10 mM
DNA timo de temera 50 mg/ml

NOTA: Hervir el DNA de timo de temera 5 minutos en baiio Mana y enfriar rdpidamente en hielo
por 5 minutos antes de agregar a la solucidn,

- Se secaron todas las burbujas de fa bolsa y se sellé con calor.
- Se incubo 1a bolsa a 85°C por lo menos 2 horas, se puede incubar toda la noche

aseguréndose que la bolsa esté perfectamente sellada para evitar que se evapore el liquido.

¢ HIBRIDACION.

- Trabajar con las mismas protecciones que para el marcaje det DNA.

- Se saco de la bolsa toda la solucién de prehibridacion por un pequedo corte hecho en
una esquina de fa bolsa.

- Se puso la bolsa tras la mampara de acrilico y se agregdé 0.5 mi por canil de la sigulente

solucién;

§s8C 6X
Denhart's 10X

Tris HCIpH 7.5 10mM

DNA timo de temera 50 mg/ml
DNA ¥p 1.5x10% ¢.p.m.
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NOTA: Hervir el DNA de timo do temera y del probador marcado, durante 5 minutos a bafio
Maria, enfriar rapidamente en hielo por 5 minutos antes de agregar a la solucion.

- Se incubaron les filtros, dentro de una caja de acrilico, a 65°C por toda la noche.

- Se pusieron la bolsa y un contenedor para liquidos radiactivos tras ta madmpara de
acrilico. Se secod toda la solucidn de hibridacién haciende un pequeito corte en la bolsa
(desechar en el contenedor), por el mismo corte agregar 10 ml de solucion 8SC 0.1 X a
temperalura ambiente, enjuagar desechando la solucién en el contenedor.

- Se cortd fa bolsa en tres de sus lados, usando guantes, se saco el fiftro, y se colocd en
un recipiente con solucién 0.1 X SSC + 0.1 % SDS a 55°C por 30 miinutos.

- 8a monitored el fittro con ef contador Geiger para determinar la cantidad de radiactividad
presente después del lavado, Se lavd hasta que los filtros queden limpios, esto se determina
monitoreando las esquinas del filtro.

- Se lavé el fillro con una solucion 0.1 X SSC por 15 minutos a temperatura ambiente.

- Se sech el filro entre servitoallas a temperatura ambiente o a2 65°C por 5 minutos,

- Se colocd el filtro seco sobre una cantulina o un papel grueso y se cubrié con un
protector plastico (Kleen pack), cuidar que no queden anugas,

- Se colocd el cartén con el fitro en un cassette para radiografia. En un cuaito obscure
poner 2 placas de radiografia sobre e} carldn, carrar perfectamente el cassette, conservario en un
congelador a -70°C por lo menos durante 1 dia.

- Se reveld una de las placas de radiografia. Volver a congelar el cassette en caso

necesario,

¢ SOLUCIONES NECESARIAS PARA LA HIBRIDACION,

1) Solucién salina de citratos 20 X.
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2) Denhardt's 50 X.

H;0 aforara 500 mi
Ficoll tipo 400 5
Poliviniipinofidona 5p
Albimina sérica bovina fraccion V 5g

Filtrar por filtro de 1.2 m. Aficuotar y alimacenar a -20°C.

3) DNA da timo de temera.

DNA timo de temera 10 my/mt

Disolver el DNA agitando por 2 a 4 horas en un agitador magnético a temperatura
ambiente, Pasar la solucion de DNA varias veces por una jeringa desechable. Hervir la solucion
en bafo Maria por 10 minutos. Leer la densidad éptica en el espectrofoldémetre a 260 nm confra

un blanco de agua para canocer |a concentracidn exacta, Alicuolar y almacenar a -20°C.

4) Revelador y fijador Kodak (cat. 190-1858).
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RESULTADOS

CRECIMIENTO DE Rlvizobium etli

R. etli casi no crece en aspartalo como tnica fuente de carbono y nitrégeno, mientras
que en aspartato como {fuente de nitrégeno, més otra fuente de carbono como succinato
crece tan bien como en ta condicidn amonio mas succinato (Fig. 1). En contraste con
asparagina como tinica fuente de carbono y nitrégeno R. efli crece muy bien de manera
similar a como crece en asparagina mds succinato (Fig. 1) En glutamato como fuente de
carbono y nitrégeno crece aproximadamente la mitad que en glutamato més succinato (Fig
1).

Fig. 1. Curve de Crecimiento de R, etli
en diterentes nutrizntes
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Estos resultados nos indican que R. etli puede utilizar la asparagina y el glutamato
comeo fuentes de nitrégeno, que el aspartate es una fuente mala de carbono y que la
asparagina es una fuente buena de carbono a pesar de que la asparagina para ser utilizada

como fuente de carbono debe degradarse primero a aspartato

ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARAGINASA

Se determind la estequiomatria de la asparaginasa (Tabla 1). En este ensayo se
cracié a R. affi en medio minimo suplementado con asparagina, A las extractos se les
determind Ja produccién de amonio y aspartato. Se encontré que la cantidad de aspartato
(1.05 pmal) y de amonio (1.16 ymol) formados fueron similares y la reaccién fue
dependiente del sustrato asparagina y del extracto celular, la actividad de ia asparaginasa

no raquiere da magnesio como co-factor para tener una actividad dptima,
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Tabla 1. ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARAGINASA DE R. etll

Concentracién. _{jumol)*

Condicién Actlv. Especifica’ |  Aspartato Amonlo
Extracto completo 31.0 1.05 1.16
Sin asparagina <1.3 <0.08 <005
Sin extracto <1.3 <0.05 <0.05
Con MgCl, 255 1.07 0.95

* La produccion de aspartato y amonio se determind a los 30 minutos. La mezcla de reaccién contenla 1.24 mg
de proteina. La estequiometria se determind en exractos celulates de R. offi crecidos durante 18 h en Medio
Minimo suplementado con asparagina.

* La actividad de la asparaginasa se expresé en nanomoles de amonio/mg protelna/min.

REGULACION DE LA ASPARAGINASA

La regulacion de ta asparaginasa de R. elli fue estudiada a través de determinar la
actividad de esta enzima en diferentes condiciones nutricionales. Se encontrd que la
actividad mas alla se obtuvo al crecer a R. eflj en asperagina como tnica fuente de carbono
y nitrégeno (Tabla 2). Esta actividad disminuyé cuando el medio minimo contenia
asparagina mas olra fuente de carbono como succinato, glicero! o glucosa (Tabla 2). La
actividad de la asparaginasa fue similar cuando se crecié en asparagina mas succinato con
o sin amonlo y esta actividad fué baja cuando se crecié a R. efli en una buena fuente de
nitrégeno y carbono como amonio y succinato, o cuando se crecid a esta bacteria en una
mala fuente de nitrégeno como nitrato mas succinato (Tabla 2). La actividad de la

asparaginasa en aspartato que es uno de los productos de Ia degradacién de la asparagina,
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con o sin succinato fué baja como en la condicién de amonio-succinato. La actividad de la
asparaginasa en amonio succinato fué baja, aproximadamente 10 veces menos que en la
condiclén de asparagina como unica fuente de carbono y nitrégeno, cuando se crecit a R.
efii en diferentes aminodcidos como glutamina y glutamato con o sin succinato, o en medio
nco.

En R. efli encontramos que la cantidad de oxigeno disueito en el medio fue
irelevante para la actividad de esta enzima. Los resultados de esta actividad so muestran

enla Tabla 2.
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TABLA 2. ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA DE R. etlf EN DIFERENTES CONDICIONES

DE CRECIMIENTO.
Condiciones do Actividad, Actividad Relative
Crucimienta Especifica’, Porcentaje
asn 346 (6) 100
asn + glic 14.0(2) 40.5
asn + gluc 122 (2) 353
asn + suc 16.0(3) 46.2
asn + suc + amonio 13.7 (3) 398
amonio + glicerol 7T 10.7
amonio + glucosa 8.0(1) 17.3
amonio + suc 45(1) 13.0
nitrato + suc 55(1) 15.9
aspartato + suc 41(1) 1.8
gin + suc 25(1) 7.2
glu + suc 35(1) 10.1
asp 4.7(1) 136
gin 371 10.7
glu 34(1) 9.8
PY 29(1) 8.4
asn, 0 1% 36.0 (6) 1043
asn + suc, 0; 1% 153(2) 44.2
amonio + suc, 02 1% 4.7 (1) 13.6

" La activided se determing a las 18 h de crecimianto. Ef nimera entra parentesis representa ls desviacion
estanderd,

* La actividad de I asparaginasa esta expresada en nmal de amonio/mg de proteina/min
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ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARTASA

Para la determinacion de la estequiomelria de la aspaitasa se utilizo el amortiguador

da reaccion  KH,PO, 30 mM pH 8.8, en lugar de Tris.HC! 100 mM, piH 8.8, debide a que

este Utimo amortiguador interfiera en la deteminacién de amonio. Encontramos que la

aclividad de aspaitasa ensayada con amortiguador fosfato bajaba aproximadamente el 45%

que con el amorliguador Tris,HCI. (No se muestran los datoes) La cantidad de fumarato

(1.07umol) y amonio (1.14umol) formado fueron similares (Tabla 3). La reaccién fue

dependiente de su sustrato aspartato y del extracto celular. Para obtener la actividad dptima

de le aspartasa se requiere de magnesio como cofactor (Tabla 3).

TABLA 3. ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARTASA DE R. et/

Concentracién ( umol)
Condiclén Actlv. Especifica * Amonlo* Fumarato*
Extracto completo 178.3 114 1.07
Sin Aspartato <83 <0.05 <0.05
Sin Extracto <8.3 <0.05 <0.056
Sin MgCl; 616 0.36 0.37

*La produccién de amonio y fumarato se determiné a fos 30 minutos. El extracio contenia 0.20 mg /ml do
proteina .Los extractos celuleres de R. otk fueron obtenldos de células crecldas en MM suplementados con

asparagina durante 18 h.

*La aclivided especifica de a aspartasa esté expresado en nmolos de fumarato/mg protelnaf/min
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REGULACION DE LA ASPARTASA

La actividad mas alla de la aspartasa en R. elli fue encontrada cuando se utilizo
asparagina como fuente de carbono y nitrégeno (Tabla 4) y su aclividad disminuyd cuando
se crecid a la bacteria en asparagina més otra fuente de catbono como succinato, glucosa o
glicerol. Cuando R. etfi se crecié en asparagina mds amonio-succinato a actividad de la
aspartasa disminuyé cerca de cuatro veces y disminuyé cerca de 25 vecas cuando se crecio
en una buena fuente de nitrdgeno como amonio. Esta actividad también se encuentra baja
cuando se crece a R. elli en su sustralo aspartalo con o sin succinato, de manera similar
cuando se crecid en diferentes aminodcidos como glutamato y glutamina con o sin fuente
de carbono, 0 en un medio rico como PY (Tabla 4), La cantidad de oxigeno disuelto en el

medio fue irrelevante para ia actividad de la aspariasa.
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TABLA 4. ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA DE R. etl] EN DIFERENTES CONDICIONES DE

CRECIMIENTO
Condiclones’ Actividad Actividad Relatlve
de crecimiento Especlfica’ Porcentale
asn 390.3 (50) 100
asn + glic 32.3(6) 8.7
asn + gluc 26.8 (4) 6.9
asn + suc 261.0 (30) 60.4
asn + suc + amonio 92.4 (15) 237
amonio + glicerol 8.4(2) 215
amonio + glucosa 1.5 (1) 0.4
amonlo + suc 18.2 (3) 4.15
Nitrato + suc 10.0 (2) 26
aspariato + suc 8.1(2) 2.1
gin + suc 12.0(2) 3.1
glu + suc 7.8(2) 20
asp 304 (7) 78
gln 12.1(2) 31
glu 16.3 (3) 42
PY 3201 0.8
asn, 0; 1% 389.0 (20) 99.6
asn + suc, 0, 1% 220.8 (20) 56.61
amonlo + suc, O; 1% 16.2 (3) 39

" La aclividad se determind a las 18 4 de crecimiento. EI nimero entre parentesis rapresenta la desviacion

estandard.

* La actividad de la aspartasa estd expresada en nmol de fumarato/mg de protelna/min
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ACTIVIDAD DE LA ASPARTATO AMINOTRANSFERASA

Para conocer el papel que juega la aspartato amino transferasa en R. eofli se
determiné la actividad de esta enzima en diferentes fuentes nutricionales. Se encontré que
la actividad de la aspartato aminotransfarasa es similar cuando R. elli es crecida en
diferentes fuentes do carbono y nitidgeno, como amonio mas succinato, en PY y en

asparagina o aspartato con o sin succinato (Tabla 5).

TABLA 5. ACTIVIDAD DE LA ASPARTATO AMINOTRANSFERASA DE R. etll EN
DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Condicién’ Actlvidad Especifice’
Amonio Succinato 3086
Madio Rico (PY) 309.7
Asparagina 3576
Asparagina-succinato 3221
Aspartato 2184
Aspartato Succinato 3823

*La actividad da la aspartato amino transferasa so determint a las 18 h de crecimiento
+1.a actividad est4 expresada en nmol de NADH/mg protelna/min

ACTIVIDAD DE LA FUMARASA

La fumarasa es una enzima del ciclo de Krebs que cataliza la conversién reversible
de fumarato a malato. Se determind la actividad de esta enzima y su regulacién en

diferentes fuentes de carbono y nitrégano. La actividad mas alta de fumarasa en R. elii fue
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encontrada cuando se crecio a este microorganismo en malato como fuente de carhono y
amonio como fuente de nitrégeno y su actividad disminuy6 cuando este medio ademds
contenia fumarato (Tabla 6). La actividad de fumarasa fud intermedia cuando se crecio a R.
olli en succinato, con diferentes fuentes de nitrégeno como amonio o nitrato o diferentes
aminodcidos y esta actividad fué menor cuande se creci a R. efli en glucosa o glicerol como
fuente de carbono o cuando se utiliza un aminodcido como fuente de carbono y nitrbgeno

(Tabla 6).
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TABLA 6, ACTIVIDAD DE LA FUMARASA DE R. etll EN DIFERENTES CONDICIONES DE

CRECIMIENTO

Condlciones de’ Actlvidad* Actividad Relativa
Crecimlento Especlfica Parcentale
asn 27140 13.46
asn + glic 630.38 31.27
asn + gluc 390.67 19.38
asn + suc 754.83 37.45
asn + suc + amonio 767.34 38.07
amonio + glicerol 183.26 9.09
amonio + gluc 337.55 16.74
amonlo + suc 899.14 44,61
nitrato + suc 833.19 41.33
aspartato + suc £47.40 27.15
gin + suc 830,62 41.21
glu + suc 705.51 35.00
asp 420.84 20.87
gin 453.15 2248
glu 413.90 20.53
PY 473.15 2347
amonio + malato 2015.60 100.00
amonio + malato + fumarato 518.25 25.71
amonio + fumaralo 479.47 23.78

+La actividad se determin® a las 18 h de crecimiento,

* La actividad estd expresada en nanomel de fumarato/mg protefna/min
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ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINO SINTETASA

Se determind la actividad de la glutamine sintetasa que es una de las enzimas que
participa en |a asimilacion de amonio ya que cataliza la sintesis de glutamina a partir de
amonlo y glutamato. La actividad de esta enzima cuando se crecié R. effi en asparagina mis
succinato fue similar a la condicion de amonio succinato; en la condicién de aspartato mas
succinato la actividad de fa glutamino sintetasa fue tres veces mds alta que la condicion de
amenio-succinato. Los nivelas de esta enzima en asparagina o aspartato como fuente do

carbono y nitrégeno fusron aproximadamente 7 vecaes mas bajos que en amonio succinato

(Tabla 7).
TABLA 7. ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINO SINTETASA DE R. et/

Condici6n® Actlvidad Especlfica *
Amonio Succinato » 22.7

Medio Rico (PY) 10.8
Asparagina 3.2
Asparagina-succinato 17.7
Aspartato 3.7
Aspartato Succinato 66.2

+La actividad so determiné a las 18 h do crecimiento.
*La actividad de la glutamine sintetasa estd expresada en nmol y glutamii hidroxamato/mg proteina/min.
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ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA Y ASPARTASA EN
BACTEROIDES DE R. efli

So analizd el papel de la degradacion de la asparagina en bacteroides de R. efli a
través de determinar la aclividad de las enzimas asparaginasa y aspartasa. L.os bacteroides
se alslaron mediante un gradiente de Percoll. La actividad de la asparaginasa se encontré
alta (38 nmol/imgp/min), tan alta como la que se encontrd en R. etli en vida libre cuando se
cracid en asparagina como fuenle de carbono y nitrégeno (35 nmol/mgp/min). La actividad

de la aspartasa tambien se encontré elevada (164 nmoles/mgp/min).

OBTENCION DE MUTANTES DE R. etli ALTERADAS EN EL
CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA

Para conocer el papel de la degradacidn de la asparagina en R. efli en vida libre y en
simbiosis, se obtuvieron y caracterizaron mutantes alteradas en el catabolismo de la
asparagina. Por mutagénesis con transpasén Tné.

Las mutanles de R, efli con transposén TnS-mob se gbtuvieron por conjugacion de la
cepa E. coli S-17 como se menciond an métodos.

Se obtuvieron aproximadamente 20 000 colonias independientes con el transposon
las cuales se juntaron para asi tener nuestro aimacén de mutantes.

SELECCION DE LAS MUTANTES ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE
ASPARAGINA

El Beta-Aspartil-hidroxamato es un aminodcido analogo a la asparagina el cual tiene
un grupo hidroxilamino en lugar del grupo amido de la asparagina. Este compuesto ha sido

utilizado para obtener mutantes en el catabolismo de la asparagina en varios organismos, ya



que al degradarse produce hidroxitamina la cual es toxica. Por o tanto las mutantes que sen
resistentes a este compuesto generaimente estan alteradas en {a degradacion de
asparagina (Spring ef al, 1986; Jones, 1985),

Sa probaron diferentes concentraciones de beta-asparti-hidroxamato y se encontrd
quo una concentracion de § mM inhibe el crecimiento de R, efli. Se obtuvieron 98 posibles
mutantes resistantes a esta agente toxico. Estas mutantes perdian af fonotipo al craceras
en medio ifquido. Estos faisos positivos se deben probablemente a que Rhizobium produce
exopolisacéridos que enmascaran el fenotipo dandonas como rasultado falsos positivos. Por
tanto, se decidié obtener ias mutantes por un método de seleccion negativo, seleccionando
las mutantes que no crecieran en asparagina como fuente de carbono y nitrdgeno. La
saleccidn se realizd por enriquecimiento con ampiciling como estd descrito en métodos. Se
analizd ef fenotipo de 3000 colonias en cajas de medio minimo mdas asparagina, con o sin
biotina, asparagina succinato y amonio succinalo. Inicialmente se obluvieron
aproximadamante 200 colonias que no ¢reclan en asparaging como fuente de carbono y
nifrégeno, a estas colonias se verificd nusvamente su fenotipo en caja y quedaron 26
mutantes posiblamente alleradas en el catabolismo de la asparagina. A estas colonias se les
analizé el fanotipo en medio minimo fiquido con asparagina como Unica fuente de carbono y
nitrbgena, asparagina succinato y amonio succinato. Se abtuvieron 5 colonias con el
fenotipo caracteristico, esto 85 que no craclan en medio minimo suplementado con
asparagina, y si crecian en ofros medios de cultivo, Se purificaron estas colonias y se volvié
8 revisar @l fenolipo en caja en las condiclones anles menclonadas mas las mismas
condiciones suplementadas con biotina, que es una vilamina que Interfiere en el
metabolismo. A estas cinco colonias 56 les probé el fenotipo en liquldo en diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno como: asparaging, asparagina succinato, amonio succinato, nitrato

succinato, asparfato, aspartato mas succcinato, glutamina, glutamina succeinato, prolina,
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prolina succinato y en un medio rico PY, de las cuales solo 3 colonias no crecieron en
asparagina como unica fuente de carbono y nitrégeno (no se muestran los datos) a estas
tras colonias se les denominaron AHZ1, AHZ4, AHZ7. Estas tres mutantes se siguieron
caracterizando. Enla Fig. 2. 50 muestra que las mutantes AHZ crecen bien en las diferentes
fuentes de carbono y nitrégeno, excepto en la condicién de asparagina Io que nos indica
que estas mulantes estdn alteradas unicamente en la utilizacién de la asparagina como

fuente de carbono y nitrégeno.
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ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA EN LAS MUTANTES DE R.
etll ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA

La mutante AHZ1 presenta una actividad de asparaginasa similar a la cepa silvestre
(Tabla 8). Las mutantes AHZ4 y AHZ7 presentan muy baja actividad de la asparaginasa
cuando Se crecié en asparagina y asparagina-succinato con respocto a la cepa silvestre
(Tabla 8).

TABLA 8. ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA EN LAS MUTANTES DE R. etl/
ALTERADAS EN EL. CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA

Condicléon” | Cepa Silvestre AHZ1 AHZ4 AHZT
asn 28.37* 36.66 8.23 713
asn-suc 21.38 33.40 6.06 4.91
amonio-suc 9.35 6.06 5.84 5.76

+La actividad de la asparaginasa se determind a las 18 h de crecimiento
* La actividad de la asparaginasa estd expresada en nmol de amonio /ing protelna/min

ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA EN LAS MUTANTES DE R, etli
ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA

Se determind la actividad de la aspartasa en estas mutantes en diferentes fuentas de
carbono y nitrbgeno como asparagina, asparagina succinalo y amonio succinato, se
enconlré que tanto ia mutante AHZ1 como las mulantes AHZ4 y AHZ7 tienen muy baja
actividad de aspartasa en las tres diferentes condiciones en las que fueron crecidas con
respecio a la cepa silvestre. Solo se encusnira una pequeda actividad residual en la

condicién amonio succinato, misma que se encuentra en las tres mutantes (Tabla 8).
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TABLA 8. ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA EN LAS MUTANTES DE R. atll

ALTERADAS EN Ei. CATABOLISMO DE | A ASPARAGINA

Condiclon’ Copa-Siivestre AHZ1 AHZ4 ANZT
asn 316 4 1 1
asn-suc 248 6 8 16
amonio-suc 6 9 14 11

+La actividad se determiné a las 18 h de crecimiento.
*La aclividad de Ja aspartasa esls expresada en nmol de amonio/mg prolelna/min.

POZAS DE AMINOACIDOS DE LAS MUTANTES DE R. etli
ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA.

Se detenninaron las pozas de aminodcidos en las mulantes AMZ1, AHZ4, AHZT7. La

mutante AHZ1, en la condicidn de asparagina como unica fuente de carbono y nitrégeno y

en asparagina mas succinato, presenta pozas altas de aspartato, mientras que las mutantes

AHZ4 y AHZT7 en estas condiciones presentan pozas allas de asparagina y aspartato

comparado a la cepa silveste (Tabla10). En ta condicion de amonio-succinato fas tres

mutantes se comportan de manera similar a la cepa silvestre (Tahia10).
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Tabta 10. POZAS DE AMINOACIDOS DE LAS MUTANTES DE R. atll CRECIDOS EN
DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO

nanomolos/mg de proteina

Cepa Medio de Cultivo Asn asp gin glu
CE-3 Asparagina 1.3 15.9 0.5 32.5
Asparagina mas suc 0.5 45 0.5 25.4
Amonio més suc. 0.2 1.5 0.7 29.6
AHZ1  Asparagina 2.9 380.1 0.2 30.4
Asparagina mas suc. 2.8 592.7 2.2 166.7
Amonio mas suc. 0.3 1.2 11 52.2
AHZ4  Asparagina 16.6 158.9 04 45.9
Asparagina méas suc 13.7 46.7 13 26.6
Amonio méas suc. 0.1 1.2 04 19.0
AHZ7  Asparagina 366 2171 03 40.8
Asparagina mas suc. 134 66.5 04 271
Amonio mas suc, 0.1 1.0 1.0 29.9

Los aminodcidos se determinaron a ias & h de ctecimiento




FENOTIPO SIMBIOTICO DE LAS MUTANTES AHZ1, AHZ4, AHZ7
DE R, etli CON Phaseolus vulgaris.

Para conocer el papel del catabolismo de la asparagina durante la simbiosis, se
delemind el fenotipo simbidtico de las mulames AHZY, AHZ4 y AHZ7, En estos
experimentos se delerminaron la nodulacion, poras de aminoacidos y la actividad
enzimética de la nitrogenasa.

Por cada enzima que se determind se ulifizaron 5 macetas, cada una conlenfa 6
plantas.

Estas mutantes nodulan de manera similar a la cepa silvestre y no se ve un efeclo

significativo on relacidn a la aclividad de nitrogenasa (Tabla 11).

TABLA 11. DETERMINACION DE LA NODULACION Y ACTIVIDAD DE NITROGENASA DE
LAS MUTANTES AHZ1, AHZ4, AHZT

Copa Peso de nddulos porplanta|  Act. Nitrogenasa Act. de Nit.
far) % etlleno/h/gr.nod, Porcentafe
CE3 0.065 9.560 (2.4) 100
AHZ1 0.060 6.503 (1.5) 68.03
AHZ4 0.100 6.744 (1.4) 70.54
ANZ7 0.085 5278 (2.3) 6821

Los nimeros entre parenlesis significa fa desviacién estandard

Para demostrar que la cepa que infectd a la planta fue la misma con la que se
inaculd incialmente, se determind el fenolipo de los bactaraides contenidos en los nédulos.

El fenotipo de las bacterias aisladas de los rédulos comespondié al fenotipo de la

cepa con la que fueron infectadas,
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POZAS DE AMINOACIDOS EN BACTEROIDES

Se determinaron las pozas de aminodcidos en los bacteroides de las mutantes
alteradas en el catabolismo de la asparagina para conocer la participacion de la
asparaginasa y aspartasa durante la simbiosis (Tabla 12). La mutante AH21 acumula ol
doble de asparagina, aspanato y glutamalo y la mutante AHZ4 acumula ligeramente mas

aspariato que la cepa silvestre.

TABLA 12, POZAS DE AMINOACIDOS EN BACTEROIDES*

CE-3 AHZ1 AHZ4 AHZT
asn 4.12 8.12 2.76 1.28
asp 352 761 504 1.90
gin 0.74 0.18 0.85 0.43
gtu 122.10 2068.65 856.44 48.21

*La conceniracion de los aminodcidos estd expresada nmol/gr de nédulo

TERMOESTABILIDAD DE LA ASPARAGINASA DE R. etli Y DE
LAS MUTANTES ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE LA
ASPARAGINA

En las mutantes AHZ4, AH27 hay unha actividad residual de asparaginasa, asi como
pozas allas de asparagina y aspartalo nos sugiere la presencia de dos asparaginasas.
Debido a esto se determind la termosensibilidad de la asparaginasa en R. ellj y en [as

mutantes AHZ1 y AHZ7.
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En la cepa silvestre y la mutante AHZ1 se piarde aproximadamente un 80% de la
actividad de la asparaginasa después de calentar el extracto 60 minutos a 50°C, mientras
que en la mutante AHZ7 sélo se pierde un 10% de (a actividad de la asparaginasa al
calentar 60 minutos a 50°C. Lo anterior sugiere la presencia de dos asparaginasas, una que
es la asparaginasa que ha sido mutada en 1a cepa silvestre que os termolabil y otra que

presenta la mutante AHZ7 que es termoestable (Fig. 3).
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Fig. 3 Termaestabilidad de la asparaginasa de R, etli
y de mutantes alteradas en el Catabolismo de la Asparagina
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CLONACION DE LOS GENES QUE COMPLEMENTAN A LAS
MUTANTES AHZ1, AHZ4 Y AHZ7

Para clonar el fragmento de DNA que complementa a ias mutantes AHZ1, AHZ4 y AHZ7
se realizaron tres cruzas triparentales; con el banco gendmico de R. elli que se encuentra en la
cepa HB101 de E. coli, el plasmido helper pRK2073 y con cada una de las mutantes. De cada
una de las cruzas se purificaron 10 transconjugantes capaces de crecer en asparagina como
Unica fuente do carbono y nitrdgeno, de éstas se seleccionaron 2 transconjugantes de ¢ada uha
de las mutantes, se les exirajo el plasmido para transformar E. cofi A las transformantes
oblenidas se realizd un patrdn de restriccion con la enzima Eco R1, se observd que todos los
pldsmidos que complementaban a las mutantes AHZ compartian bandas por lo menos dos
fragmentos de 2.6 kb y 2.3kb. Para demnostrar que los plédsmidos complementaron a las mutantes
AHZ y no se trataba de una revertante de 1a mutadion, los pldsmidos en la cepa HB101 llamados
pAHZ se conjugaron nuevamente con la respectiva mutante, observandose que todos los
pldsmidos complementaron a las mutantes AHZ nuevamente. Dado que el patrdn dae restriccion
con £co R1 de los plasmidos que complementaban a las mutantes AHZ eran muy similares se
decidio probar si el plésmido que complementaba a cada una de las mutantes AHZ era capaz de
complementar a las demas rutantes, se realizé una cruza con los diversos plasmidos; todos los
plésmidos complementaron a las tres mutantes. De todos los plasmidos se eligic el pAHZ11 para
seguir trabajando, Para determinar el grado de similitud entre los pldsmidos pAHZ4 y pAHZT se
realizé un Southem de estos pldsmidos contra el pldsmido pAHZ11 se observo que las bandas

que comparten hibridan con este plasmido Fig. 4.
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Con objeto de determinar la presencia del transposon: si se trata de una sola inserccion

del Tn5-mob, asi como conocer la localizacion del TnS en las mutantes se realizd una hibridacion
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con ef DNA tolal de Jas mutantes contra ef plismido pSUPS011 que contiena el TnG-mob, se
digirié con Eco-R1y con Hindlll. Cuando se digiria con fa enzima EcoR1 el DNA de las mutantes
AHZ y sa hibridd con el pSUP5011pudimos observar una sola banda de hibridacién fo que indica
que las mutanfes tienen una sola copia del Tn5-mob, Fig. 5. La hibridacion contra el DNA de las
mutantes AHZ digerido con Hinatll mostrd fragmentos que fueron diferentes en las tres mutantes,
indicando que &l Tn5 mob fue insertado en bres lugares diferentes de esas mutantas,

Para conocer si ¢l fragmento de DNA clonado comesponde al fragmonto del DNA en
donde se insert6 el Tn5-mob se realizd ofra hibridacion con el pAHZ11 digendos con Fco-R1
observamos que en la mutante AHZ1 of TnG-mob desaparecid e fragmento de 2.6 kb, mientras
que en las mutantes AHZ4 y AHZ7 desaparecid o fragmento de 2.3 kb, y an todas ellas apareca
un nuevo fragmento del mismo tamafio donde el TnS-mob habfa hibridado, Fig. 5. Estos
resulfados indican que el pAHZ11 contiene el fragmento donde ¢} Tn5-mab fue insertado y que

fas mutantes fueron el resuitado de fa inserccién dol TnS-mob,
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vs pSUP5011 vs pAHZ11
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2) AHZ1 digeride con EcoR1. 8) AHZ7 vs pPSUPEQ11 digerido con Hindill
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B)AHZ1vs pSUPS011 digetido con Hinal 12) AHZT vs pAHZ 11 digerido con EcoRi,

Para analizar si el plasmido pAHZ11 lleva clonado el gena que codifica para la

asparaginasay la aspariasa, se delerminaron las actividades de dichas enzimas en las



cepas AHZpAHZ11. Los resultados muestran que estas cepas recuparan ia actividad de la

asparaginasa y aspartasa, de manera similar que la cepa silvestre (Fig. 6 y Fig. 7)
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Fig. 6. ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA DE R. etli EN MUTANTES
COMPLEMENTADAS
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DISCUSION

En esle estudio hemos demostrado la presencia de la actividad de la asparaginasa y
aspartasa de Rhizobium efli, enzimas que participan en la degradacién de la asparagina. La
actividad de la asparaginasa se regula positivamente por su sustralo asparagina (Tabla 2)
como en Bacillus subtilis (Sun & Setlow, 1981) y Vibno proteus (Sinha et al.,, 1991) y se
regula negativamente por ia fuente de cahono como lo muestra fa disminucién de la
actividad de la asparaginasa en medios de cullivo suplementados con asparagina y una
fuente de carbono como glicerol o glucosa o succinato (Tabla 2, Fig. 2). Resultados
similares se han reportado en Eschenchia coli (Jennings & Beachman 1993), en Saimonela
onterica (dennings of al, 1993) y Staphylococcus aursus (Rozalska & Mikucki, 1992), La
asparaginasa no estd sujeta a represién catahélica por nitrégeno como se muestra en g
incapacidad del amonio de reducir la actividad de 1a asparaginasa (Tabla 2). Cuando se
crece a R. effi en una fuents mala de nitrdgeno se encusntra una actividad baja ds
asparaginasa, en confraste con lo que se ha reperiado de 8. sublilis (Sun & Setlow, 1991),
8Baciltus licheniformis (Golden & Bemlohr, 1985) y Saccharomyces cerevisiae {Roon et al
1982). Los experimentos de microerofilia nos mostraron que la aclividad de asparaginasa
no fue regulada por la cantidad de oxigeno disuelto en el medio de crecimiento (Tabla 2) en
contraste con otras bacterias como E. coli, que se induce cuando se limita de oxigeno, en
donde se ha propuesto que el papel de ésta enzima en £. coli as de praveer da carbono y
nitrégeno de la asparagina exdgena y principalmente de proveer fumarato como Gltimo
aceptor de electrones (Jennings & Beachman, 1993); en condiciones de anaeroblosis. En S.
enterica (Jennings of al,, 1993) y V. proleus (Sinha ef al, 1991) también se regula por
oxigeno. La asparaginasa de R. efll no sa regula en las difarentes fases de crecimiento (no

56 muestran los datos).
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Estos resultados sugieren que la asparaginasa de R. efli juega un papel catabdlico
en la degradacién de asparagina a esqueletos de carbono y en la utiizacién de la
asparagina como fuente de nitrdgeno, cuando éste aminoacido estd presente en el medio
de cultivo.

La actividad de la aspartasa fue inducida por la asparagina (Tabla 4) como en 8.
sublilis (Sun & Setlow, 1991) y reprimida por una fuente alterna de carbono, (Tabla 4) como
se ha encontrado en E. coli (Jennings & Beachman 1990). La actividad de |a aspartasa de
R. etli esta sujeta a represién por amonio como lo muestra en la capacidad del amonio de
reducir la actividad de la aspartasa cuando se crece a esta bacteria en asparagina mas
succinato. La actividad de la aspartasa de R. effi no estd requlada por la cantidad de
oxl/geno disuelto an el medio de cullivo, en contraste con E. coli (Jerlstrém ot al., 1987).

El hecho de que R. etfi no crece en aspartato como fuente de carbono y nitrdgeno a
pesar de contener aspartasa, podria explicarse la baja actividad de esta enzima encontrada
bajo estas condiciones. El pobre crecimiento de R. etli en asparlato no es debido a que
carece de fumarasa o glutamino sintetasa ya que la aclividad de estas enzimas son
similares cuando se creca a R etli en asparagina o aspartato como fuente de carbono y
nitrégeno. La actividad mas alta de la glutamino sintetasa se obtuvo cuando se crecid en
aspartato mds succinato, en comparacién a asparagina succinato lo que indica que el
aspartato 8s una mala fusente de nitrdgeno ya que esta enzima se induce hajo condiciones
de limitacién de nitrégeno (Bravo & Mora, 1988). El pobre crecimiento en aspartato como
fuente de nitrégeno y carbono indica la incapacidad de otras enzimas capaces de degradar
aspartato bajo estas condiciones tales como la aspartato aminotransferasa, que es la
enzima responsable del crecimianto de Rhizobium melilot! bajo las mismas condiciones

(Rastogl & Watson, 1891, Watson & Rastogi 1993). La baja actividad de aspartasa
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encontrada en la condicion de glutamato como fuente de nitrégeno y carbono (Tabla 4)
indica que la aspartasa no participa en la degradacidn de glutamato a esqueletos de
carbono y que el glutamato debe sar degradado a esqueletos de carbono por otra enzima.
Es interesante e! papel fislologico de la aspartasa en R. offi ya que se induce por la
asparagina permitiendo a R, eflf utilizar este aminoécido como fuente de carbono y nitrégeno
y que no es el de utilizar el aspartato o el glutamato como fuente de nitrégeno y carbono.
Esto contrasta con lo que se ha repoitado de B. sublilis donde la aspartasa es inducida por
asparalo y pemite a B. sublilis crecer an este aminoacido como fuente de carbono y
nitrogeno y con lo que se ha encontrado en E. coli donde le asparasa participa en dos
procesos metebdlicos: en la regeneracién de oxalacetato como aceptor de un grupo amino
para permitir el crecimiento en glutamato y la formacion de fumarato y succinato durante el
cracimiento anaerdbico en glucosa (Marcus & Halpem, 1969, Couitright & Henning, 1970).

Para conocer ei papel de la degradacién de |a asparagina en R. efli en vida libre y en
simbiosis, se obtuvieron y se caracterizaron tres mutantes alteradas en el catabolismo de Ia
aspatagina. Estas mutantes crecen pobremente en asparagina como Unica fuente de
carbono y nitrégeno, creciendo en otras fuentes de nitrégeno y carbono.

La mutante AHZ1 presenta aclividad de asparaginasa, similar & la cepa silvestre muy
baja actividad de aspartasa, presenie pozas altas de aspaitato y los niveles de asparagina
son similares a los de la cepa silvesire, esto nos sugiere que la mutacion se encuentra en el
gene de la espartasa. Las mutantes AHZ4 y AHZT7 tienen una actividad residual de la
asparaginasa, y no presentan actividad de aspantesa; estes mutantes presentan pozas altas
de asparagina y asparteto. Estos resultados nos indican que se {rata de mutaciones que
alteran |a actlvidad de la esparaginasa y de la asparasa y que posiblemente el gene de la

asparaginasa se encuenire en un operén como en B. sublilis (Dongxu & Setlow 1991),
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aunque también aen posible que se trale de una doble mutacién, o bien que se trate de una
mutacién en un gene regutador.

La actividad residual de la asparaginasa encontrada en las mutantes AHZ4 y AH27
nos sugleren la presencia de otra asparaginasa, esto es: una inducida por su sustrato y ofra
constitutiva. En E. coli se han reportado dos asparaginasas: fa asparaginasa |
ciloplasmaética, la cual es producida constitutivamente y la asparaginasa Il peripldsmica que
en el caso de E. coli es inducida por anaerobiosis (Chesney 1983).

La diferente termosensibilidad encontrada entre la asparaginasa residual de la
mutante AHZ7 y la da la cepa silvestre y la mutante AHZ1, es ofra evidoncia mas que R. etli
pueda tener dos asparaginasas, La actividad de ta asparaginasa de ia mutante AHZ7 que es
termoestable y que aparentemente es constitutiva la podriamos llamar asparaginasa |, la
posible funcién de ésta enzima puede ser la de mantener el halance de asparagina y
aspartato, y la asparaginasa encontrada en la mutante AHZ1 qua es termoldbll, y que es la
enzima que se induce por su sustrato la podriamos ilamar asparaginasa Il y su principal
papei es el de utilizar la asparagina como fuente de carbono y nitrégeno (Fig. 3). Para
confirmar la presencia de las dos asparaginasas se podria determinar en un gel nativo,
determinando la actividad “In situ”.

Se ciond un fragmento de DNA de R. efli que complementa a las mutantes AHZ; este
fragmento parece contener los genes que codifican para la asparaginasa y la aspartasa ya
que la mutante AHZ1 esté alterada en la actividad de la aspartasa y las mutantes AHZ4 y
AHZ7 alteradas en la actividad de la asparaginasa y aspartasa recuperan su actividad en
presencia del pldsmido pAHZ11 (Fig. 8y 7).

El hecho de que con un mismo fragmento de DNA se recuperan tanto la actividad de
la asparaginasa como de la aspartasa, asi como el hecho de que las mutantes AHZ4 y

AHZ7 estan alteradas tanto en la actividad de la asparaginasa como en ia aspantasa nos
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sugiere que la asparaginasa y la aspartasa se encuentran formando un operén. Esto nos
indicaria una relacién funcionat ya que e! producto de la asparaginasa os el sustrato de la
aspartasa y una co-transcripcion de los genes de la asparaginasa y aspartasa como parte
de un operdn, pemitiia degradar la asparagina para ser utilizada como fuente de carbono y
nitrdgeno.

En bacleroldes de R. offi hemos encontrado elevades las actividadss de
asparaginasa y aspartasa, esto nos sugiere que estas enzimas podrian jugar un papel
importante en la degradacidn de la asparagina durante fa simbiosis entre R. etli y Phaseolus
vuigans. La degradacidn de la asparagina por {a asparaginasa y aspartasa en bactoroides
tamblén son imporiantes en otras espocies de Rhizobium, como en R. Jupini, donde estas
enzimas se encuentran elevadas (Kretovich et al,, 1885), sin embargo encontramos que el
fanotipo simbidtica de las mutantes AHZ muestran que ta degradacidn de la asparagina no
tiene un pape! relevante en la nodulacién an la fijacidn de nitrégeno, Esto puede ser debido
8 que otras vias buedan compensar la degradacidn de la asparagina a esquelstos de
carbono, asf 1a asparaginasa | podria compensar la falta de {a actividad de {a asparaginasali
y la aspartasa aminotransferasa podria compansar la falta de actividad de la aspartasa de

tas mutantes.
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CONCLUSIONES

Hemos astudiado las enzimas que participan en la degradacion de la asparagina de
Rhizobium el y encontramos que para esla baclerna ¢l aspartato no es buena fuenle de
carbono y nitrégeno a diferencia de la asparagina que es buena fuenle de carbono y

nitrégeno. Se damostro la prasencia de la asparaginasa y de la aspartasa en R. olli.

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA:

Se Induce por su sustrata.
Se regula negativamente por la fuente de carbono,
No astd sujeta a represion calabdlica por nitrégeno

Nao se regula por oxigena.

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA;

La aclividad de ia aspartasa se induce por asparagina.

Sa ragula negativamente por la fuente de carbono.

Estd sujela a represion por amonio.

No sa regula por oxigeno.

Se ragula de manera similar que la asparaginasa.

El pobre crecimiento an aspartato no s debido a que carece de otras enzimas como
fumarasa y glutamino sintetasa ya que las aclividades de estas enzimas son similares cuanda

s@ crece en asparagina o aspartato con o sin succinalo.
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MUTANTES OBTENIDAS

Con la obtencidn y caracterizacién de las mutantes pudimos comprobar qua la
asparagina para ser ulilizada como fuente de carbono y nitrégeno primero es degradada por
una asparaginasa a aspartato y amonio y después el aspartato es degradado por una
aspartasa a fumarato y amonio.

La mutante AHZ1 est4 allerada en ia actividad de la aspartasa.

Las mutantes AHZ4 y AHZ7 estdn alteradas en la actividad da la asparaginasay da la
aspartasa,

Las mulantes AHZ4 y AHZ7 presentan una actividad resldual de la actividad de la
asparaginasa.

La diferente termoestabilidad da {a asparaginasa de la mutants AHZ7 con raspecto a la

cepa silvastre y la mutanta AHZ 1 sugleren que R. etii tiene dos asparaginasas.

CLONACION DE LOS GENES DE LA ASPARAGINASA Y
ASPARTASA

Hemos conado un fragmento de ONA que complementa a las mutantas AHZ1, AHZ4
y AHZ7. El mismo pldsmido complementa a {as tres mutantes.

La evidencia de que {as mutantes AHZ4 y AHZ7 estén alteradas tanto en ia actividad
de {a asparaginasa como en la actividad de la aspartasa, as!/ como el hecho que el misnmo
plésmido que complementa a la mutante AHZ1 también complementa a fas mutantes AHZ4 y

AHZ7 nos suglers que la asparaginasa y !a aspaasa se encuentran formando parte de un

openén.

73



LA ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA Y SU RELACION CON LA
FIJACION DE NITROGENO.

Los resultados obtenldos muastran que la degraducidn de {a asparagina en R. etli na
juega un papel Importante durante la simblosls ya que las mutantes AHZ nodulan y fijan de
manera slmilar a la cepa silvestre. Sin embargo esto puede ser debido a que olras vias
pueden compensar la degradacién de la asparagina a esquelelos de carbono, asi la
asparaginasa podria compensar la falta de actividad do la asparaginasa ll y la asparato

amino transferasa podria compensar {a falta de actividad de la aspartasa de las mutantes.
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