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INTRODUCC 1ON . ~

El hombre se enfrenta actualmente al incremento de la po-
blacién y de la industrializacién, al deterioro del medio am-
biecnte y al agotamiento de los recursos no-renovables. Estos
elementos, unidos a las limitaciones en la produccién de ali-
mentos, constituyen una grave problem&tica que la Humanidad
debe afrontar a corto plazo, siendo el hambre una de sus més

importantes manifestaciones.

El nitrégeno, clemento que ocupa el 80% de la atmésfera
terrestre, que por ser un elemento constituyente de protefnas,
dcidos nucléicos y otras importantes biomoléculas es indispen-
sable para que exista la vida, no siempre se encuentra presen-
te en formas que puedan ser utilizadas por plantas y animales.
Los nitratos y el amonio son las principales fuentes de nitré-~
geno de las plantas, las cuales convierten estos compuestos en
amino&cidos que van a formar parte de las protefnas. Estas Gl -
timas sirven como fuente de aminodcidos para los animales, que

los utilizan para sintetizar sus propias protefnas celulares.

Entre los factores que pueden contribuir a mejores rendi-
mientos en las cosechas, es fundamental el uso de mayores can-
tidades de fertilizantes nitrogenados. Sin embargo, con la ac-
tual crisis energética, la carestfa de los productos y el alto
consumo de ellos en el proceso de fabricacibn, estamos obliga-
dos a buscar una alternativa que permita responder a la demanda
de alimentos. Bajo tales circunstancias, la fijacidén biolbgica

de nitrbégeno ha ido tomando gran impulso en los Gltimos ailos.
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La cantidad de nitrégeno fijado biol6gicamente es diffcil

de estimar debido a la heterogeneidad de organismos diazotré-

_ficos (capaces de fijar N2), de su amplia distribucién y de

los diferentes medio ambientes involucrados. Organismos dia-
zotr6ficos asimbiéticos, que incluyen bacterias de géneros

como Klebsiella, Azotobacter, Clostridium, Rhodospirillum y

Azospirillum, fijan N, independientemente de otros organismos.

2

Algunos de ellos pueden formar una relacién asociativa con la
planta de manera que ésta pueda proveer a la bacteria de un

medio ambiente mds adecuado para el proceso de fijacién de N, -

-

Entre las bacterias que fijan N, Gnicamente al estar simbiéti-

2

camente asociadas a una planta estan especies de Rhizobium

(que nodulan leguminosas)(1), algunos actinomicetes (que nodu-

lan Comgtonia)(Z) y Anabaera azollac (que fija N, dentro de
los poros de las hojas de Azolla)(3). NingGn organismo euca-

riote se ha encontrado capaz de fijar nitrégeno. (Tabla 1)

La fijacién biolb6gica de nitrégeno es un proceso altamen-
te energético (requiere ATP y NADPH), 1&bil al oxfgeno y es re-
primido por presencia de amonio. La nitrogenasa es la enzima

gue interviene en la reduccién del N2 a NH4. Estéconstituida

por dosrcomponentes: una ferromol ibdoprotefna o nitrogenasa
(Kp1) y una ferroprotefna o nitrogenasa reductasa (Kp2)(4).
Ambos componentes son muy similares en una amplia gama de or-

ganismos (5, 6)(Figura 1).

)

Debido a la labilidad de la nitrogenasa por ¢l 0 los or-

2’
ganismos aerobios facultativos (ej. K. pneumoniac) no son capa-

ces de fijar N, aer6bicamente. Los estrictos aerobios poscen
et

mecanismos para proteger a sus nitrogenasas del 0 como son:

0
2

a) elevada actividad respiratoria que reduce O, répidamen-



Tabla 1. Clasificacién de organismos diazotréficos,

ASIMBIONTES 0 DE VIDA LIBRE

Aerobios estrictos: Azotobacter
Anaercobios estrictos: Clostridium

Fijacién de N

2 anaerébica:

Klebsiella y Bacillus

Fijacién de N

microaerofflica:

2
Azospirillum

SINBIONTES

Organismo ~  Planta
Rhizobium ~  leguminosas
‘Anabaena azollae - Azolla

actinomicetes ~  Comptonia




Figura 1, Representacién gr&fica de la reacclén de la nitrogenasa.
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te (7); | |
b) localizacién de la nitrogenasa dentro de heteroquistes
(8); '

¢) formaci6n del complejo Kpl ~ Kp2 - protefna Shetna, el
cual posée mayor cstabilidad en presencia de oxfgeno (9);

d) produccibén de leghemoglobina, de la cual comentaremos

a continuacién,

En el caso de Rhizobium, la existencia de leghemogliobina
en los nédulos que rodean a las bacterias, permite el paso de
la cantidad de oxfgeno que permita la fijacién de N2 sin inac-
tivar a la nitrogenasa (10, 11). La sfntesis de leghemoglobina
es precisamente uno de los aspectos donde la simbiosis Rhizobium~
leguminosa se presenta como una asociacibén fntima entre bacteria
y planta, ya que la informacién para la globina se encuentra co-
dificada en el genoma de ta planta, mientras que la del grupo

hemo se halla en el genoma bacteriano (12).

En el caso de anaercobios estrictos (ej. Clostridium), la
labilidad de la nitrogenasa por el oxfgeno no presenta proble-

-

‘ma alguno.
La importancia relétiva de cada microorganismo o grupo de
ellos, en cuanto a la fijacién de nitrégeﬁo se refiere, depende
de la provisién de sustrato orgénico utilizable que, en casi to-
dos los casos, ha de ser fuente de energfa, de poder reductor y
de esqueleto carbonado para la incorporacidn del amonio que re-

sulta de la fijacién.

La fotosfntesis es un proceso en que los compuestos de car-

bono son elaborados a partir de CO, y agua en los tejidos verdes
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de las plantas, utilizando energfa luminosa, Este proceso es un

factor limitante de la Fijacién de N, cn bacterias que se en-

cuentrah'en simbiosis con la planta %5, 6, 13). Estudios sobre
la biogqufmica de la fotosfntesis han revelado que, ademds decl
ciclo reductor de a vfa de las pentosas fosfato o ciclo Cal-
vin (C-3)(Figura 2), muchos pastos poseen el ciclo de los §ci-
dos dicarbixflicos o vfa Hatch-Slack (C-4)(14)(Figura 3). Los
pastos que poseen esta (ltima vfa de la fotosintesis utilizan
el nitrégeno disgonible més eficientemente (14), por lo que el
grupo de Dobereiner (15) ha sugerido que la vfa de los 4cidos
dicarboxflicos en pastos es importante para la capacidad de es-

tas plantas de estimular la fijacién de N, en bacterias que se

2
localizan en sus zonas radiculares., Esta hipétesis parece atrac-
tiva si se toma en cuenta que el malato es el producto primario

de la fotosfintesis de algunos pastos C-} (Z. mays, Digitaria)

(16) y que es preferida, junto con otrods §cidos orgdnicos (17,

18), como fuente de carbono por Azospirillum, microorganismo

principalmente responsable de la fijacién de N2 observada en
algunos de esos pastos (19). Sin embargo, se ha detectado acti-
vidad de nitrogenasa en pastos que no poseen la via C-4 de la

fotosintesis (arroz, trigo)(20).

Otras formas de accién en que no esté involucrada la fijé~
cibn de Né y que se han sugerrido para explicar los incrcmpntos
" en la produccibn de las cosechas al aplicar bacterias diazotré-
ficas en los cultivos, son (20):

a) cambios en la poblacién microbiana de la rizésfera;

b)supresién de enfermedades por los inoculantes;

¢) produccibén de substancias promotoras del crecimiento
de la planta. Hay evidencias firmes de que el §cido indol-3~
écético, guiberel inas vy citocfninas, substancias producidas

7

por las plantas y esenciales para su desarrollo y crecimiento,
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Figura 2. Formacién fotosintética de¢ glucosa a partir de C(')-2

a través del ciclo Calvin en plantas C-3.
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Figura 3. Via Hatch-Slack o ciclo de los &cidos dicarboxf-

licos (C=4).
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son también elaboradas por algunas de las bacterias que viven

en asociaci6n a ellas (ej. Azotobacter, Azospirillum)(21, 22).

Ein general, aquellas relaciones bacteria-planta en que el
sitio de fijacién de N2 se localice dentro o cerca de la planta
van a permitir un acoplamiento directo y eficiente de nitrdgeno
fijado a la planta. Aquellas simbiosis de tipo obligado o aso-
ciativo, en que la planta de la cosecha sea una de las partes
de la relaci6bn simbibética, satisfardn los requerimientos para

una mayor y mejor produccién agrfcola,

A pesar de que la mayorfa de las leguminosas poscen la ca-
pacidad de fijar todo el nitrégeno que requieren, ¢l arca total
mundial cultivada de estas plantas ha sido de, aproximadamente,
el 10% del arca utilizada para los cereales (6, 22). E£s por cs-
to que el estudio de bacterias pertenecientes al género Azospi-

rillum ha cobiado gran atencién en la tGltima década.

En 1922, Beijerinck describié por vez primera una bacteria

que fue nombrada Azotobacter spirillum y luego Spirillum |ipo-
ferum. Muy poca atencién se le habfa dado a este organismo has-
ta qué , en 1974, Dobureiner et al. la aislaron de las raices
_He algunos pastos tropicales del Brasil (24, 25). Las porcio-
nes radiculares exhibfan actividad de nitrogenasa (cuantifica-
da mediante reduccién de acetileno). La capacidad de fijacién
de N2 en aquel las plantas fue confirmada al demostrarse la in-
corporacibn de 15N2 hacia el tejido de las mismas (26). Este
organismo es gram negativo, de forma vibroide con un flagelo
polar y puede acumular grénulos de poli-B-hidroxibutirato (17,

.27). Puede fijar N_ libremente o en asociacibén a pastos tropi-

2

cales y cereales, pero solo en un ambiente microaerofflico, ya
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que no posée mecanismos de protecéiGn‘de su nétrogénasa ﬁaciar
el oxfgeno (18, 27). Si el medio de cultivo esté‘suglementado
con una fuente fijada de nitrégeno, el microorganismo es ca-
paz de crecer aerébicamente (27). \ )

En 1978, 61 cepas de S. lipoferum fueron sometidas a un
andlisis de composicibén de ADN, requerimientos nutricionales,
pruebas enzim4ticas y de estructura (28). lLos resultados indi-
caron que existen por lo menos dog gspecies de este organismo,

por lo que, en base a sus caracterf{sticas, se les asignd a un

nuevo género denominado Azospirillum. A, brasilense cs prot6-
trofa e incapaz de utilizar glucosa, sacarosa y otras fuentes

de carbono que A. lipoferum, auxé6trofa de biotina, sf metabo-
liza (28). Otras diferencias fisiol6gicas entre ambas especies

de Azospirillum se encuentran resumidas en la Tabla 2. Entre

las caracterf{sticas mds importantes en cuanto a produccibn a-
grfcola se refiere, estd el que A. brasilense se asociec pre-
ferentemente.a trigo y arroz, mientrasique A. lipoferum lo ha-
ce a mafz (29), sugiriendo una diferencia de especificidad en-

tre las dos especies hacia plantas -3 y C-4.

Estudios de la nitrogenasa de A. brasilcnse han demostrado
qué consiste en un sistema de tres componentes: una protefna

Mo~Fe, una protefna Fe y un factor activador de la protcfna fFe

similar al que se encuentra en Rhodospirillum rubrum (20).

Se conoce relativamente poco sobre las vfas de metabolis~
mo central de carbohidratos en esta bacteria. [studios previos

de otros laboratorios indican que Azospirillum brasilense posée

un ciclo de los dcidos tricarboxflicos funcional, pero que las

vias glicolftica y de pentosas fosfato son inexistentes o bien,

s



Tabla 2. Diferencias Fiéiolégicas entre Azospirillum lipoferum y Azospirillum

brasilense.

A. lipoferum

- Asimilacién de glucosa, sacarosa,

manitol, sorbitol, ribosa
- Requiere biotina
- Se asocia a mafz
- Catalasa negativa
- Acidificacién de medio con
. glucosa o fructosa
- En medio semisélide sin N:

se ensanchan y agrandan

A. brasitense

No-asimilacién de glucosa, saca-
rosa, manitol, sorbitol, ribosa
Protétrofa )

Se asocia a trigo y arroz

Catalasa positiva

No-acidificacién de medio con
glucosa o fructosa

No cambia de forma ni de tamaiio cn

medio semisélido sin N
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vagamente operativas, ya que extractos libres de células no
presentaron incremento alguno en la captura de oxfgene al u-

sar varios azdcarcs y azdcar {osfatos como sustratos(17).

En el presente trabajo nos enfocamos a estudiar el meta-

bolismo de carbohidratos en Azospirillum brasilense para lo

cua!l utilizamos dos estrategias: una biogquimica y 8tra genéti-
ca. ba primera de clias consistid en el andlisis de fuentes

de carbono que esta bacteria es capaz de asimilar, asf{ como

de los ensayos cenzimdticos espec{ficos para las distintas rutas
metabblicas. La cstrategia genética consistid en el atslamien-
to de mutantes deficientes en el metabolismo de carbohidratos
con las que sc comprobaron y ampliaron los resultados bioquf-

Micos.
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MATERIAL Y METODOS.-

{. Cepas bacterianas.

Azospirillum brasilense Sp7 fue obtenida de la American

Type Culture Collection (ATCC # 29145). Las mutantes de esta

cepa se obtuvieron por tratamiento mutagénico con etil meta-
no sulfonato. La cepa MX0614 es una derivada de Escherichia
coli K12. Todas las cepas utilizadas en ¢l presente trabajo

se encuentran descritas en la Tabla 3.

ll. Crecimiento de las bacterias,

A. brasilense fue crecida en volfmenes dei20 ml de me-
‘dio mfnimo (31) suplementado con la Fuente de carbono indi-.
cada (al 0.5%, m/vol) y con 0.25% m/vol de NH,Cl. Como me-
dic rico se utilizé Caldo Nutritivo (Difco)(31). Lps‘culti—

vos se agitaron en matraces Erlenmeyer de 125 ml a 30°C.

Escherichia coli se ¢recid en medio mfnimo NN como sc

reporté previamente (32). La fuente de carbono al 0.2% y

15 mM NH

4Cl fueron siempre agregados a los medios de culrivo.
La absorbancia de las suspensiones cclulares sc deter-

mind en un colorfmetro Kliett, utilizando un filtro rojo cuvo

rango espectral es de 610 - 700 nm. La relacién de unidades

Klett con respecto a densidad 6ptica se calcul6 con la si-
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Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo.

‘Fcnotipo'3

0 i Mol
roantsmo cepd relevante referencia
. - + + +
A. brasilensc Sp7 Fut ,Gut ,Sut ATCC
" b - - + .
MX2041 Fut ,Gut ,Sut este trabajo
" Mx2046°  Fut”,Gut’,sut” " "
" Mx2047¢  Fut”,0ut”,sut” " "
" ux2063  Fut®,Gut”,Sut’ " "
" ux20679  Fut?,cut”,sut? " "
" mx20689  Fut?,cut”,sut’ ” “
) : + + + ; : '
E. coli | MX614 Fut ,Gut ,61t f. Bastarrachea

a. Fut, Gut, Sut, Glt: utilizacibn de Fructbsa, giuconato,
succinato y glucosa, respectivamente; (<)positivo, (-)negativo

b. Seleccionada por su incapacidad de utilizar fructosa y con-
trascleccionada para Gut .

¢. Obtenidas a partir de la misma mutagénesis,

Jd., Obtenidas a partir de la misma mutagénesis.
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guiente f6érmula:

U. Klett

densidad 6ptica =
500

Los tiempos de generacidén, cuantificados durante la fase ex-
ponencial, secalcularon mediante el uso de la siguiente fér-

mula (33):

0.3010 ¢t a= densidad 6ptica
tiempo de _ ..,
. = intcial
generacién
log b - log a b= densidad 6ptica
final

t= tiempo transcu-

rrido

I[I;IMUtagénesis con etil metano sulfonato (ems) .

"Para la seleccién de mutantes Fut (incapaces de utili-
zar fructosa) se emplebé el siguiente protocolo elaborado en
nuestro laboratorio, por lo que se describe detalladamente:
1. Crecer a A, brasilense Sp7 en 5 ml de medio Ifquido

con fructosa y NH4CI hasta fase exponcncial (aprox. 100 U.K.). |
2. Centrifugar y resuspender en 2.5 ml de medio minimo

sin fuente de carbono.

3. A 2.4 ml de medio mfnimo, agregar 0.1 ml del mutdgeno.
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4. Mezclar las célutas con el ekil metano sulfonato e
incubar 4 horas a 30°C sin agitacibn.

5. Centrifugar y lavar 2X con un volumen igual de tio-
sulfato de sodio al 5%, para inactivar el EMS. ‘

6. Centrifugar y resuspender em 5 ml de medio nutritivo.
Incubar hasta alcanzar la fasc estacionaria (aprox. 3 dfas).

7. Centrifugar y lavar 2X con solucién de fosfatos 20mM
pH 6.8.

8. Centrifugar y poner a crecer las células en medio
con fructosa. Incubar hasta 100 U. Klett a 30°C con acrcacién.

9. Agregar 1 ml de kanamicina al! 1%. Incubar 3 horas.

10. lLavar 2X con solucib6n de fosfatos.

11. Resuspender en medio con succinato. Incubar hasta al-
canzar la fase estacionaria.

12, Hacer diluciones apropiadas (10_4, 10m5) para pia-
quear en cajas con succinato.

13, Seleccionar colonias aisladas y probar su crecimien—‘

to en succinato, fructosa y gluconato.

Las mutantes incapaces de utilizar fructosa se denomina-
ron fut . Todas ellas fueron examinadas para su capacidad -de
crecer en gluconato. Aquelias colonias gue no pudicron mcta-

bolizar ninguna de las dos hexosas fueron nombradas Fut Gut .

Para comprobar que la mutante MX2041 (Fut Gut ) debfa
su fenotipo a una sola mutacibén puntual, ¢ésta fue crecida en
succinato hasta fase estacionaria, para buscar posteriormente,
revertantes esponténeas en medio con {ructosa o gluconato. Se
plaguearon inéculos de 0.1 ml de dicho cultivo en cajas con
fructosa o gluconato. Todas las colonias que fucron capaces

de cricer en fructosa lo hicicron también cn gluconato cuando
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»
se probaron en dicho medio. A su vez, las revertantes Gut

crecieron también cn fructosa.

Para la sclcecidn de mutantes Gut se utilizé gluconato
en vez de fructosa ¢n los medios de cultivo. El resto de la

mutagénesis se llevd a cabo de la manera antes mencionada.:

V. Preparacién de extractos celulares.

1. Cultivar las células hasta&faée.exponenc}al.

2. Centrifugar y lavar 2X con igual volumen de solucién
de fosfatos 20 mM pH 6.5 .

3. Centrifugar y resuspender en 104 del volumen origi-
nal para proccder a sonicar las células.,

4. Centrffugar a 10 000 g por 15 min. Utilizar el sobre-

nadante para los cnsayos enzimdticos.

V. Determinacibn de actividades éhziméﬁic&é}

Todas las actividades enzim&ticas estdn expresadés en
términos de nanomolas de producto formado por minuto por
miligramo de protefna. La cuantificacién de protefna ge de-

terming segtn ¢! protocolo de Lowry et al. (34).

La actividad combinada de las dos enzimas de la vfa
Entner-Doudoroff ( 6-fosfogluconato dehidratasa y 2-ceto,
3-deoxi, 6-fosfogluconato aldolasa) se midi6 por la forma-

cién O6-fosfoglucaonato dependiente de piruvato, que se detec— -
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té colorimétbicamente‘como su dinitnofenilhidrazdna (35). .

"las actividades de 6-fosfogluconato deshidrogenasa y
de gluconocinasa se cuantificaron esencialmente como lo des-
cribieron Eisenberg y Dobrogosz para E. coli (36), excepto
que 200 ul de extractos 20 veces concentrados‘de la cepa
MX614 crecida en glucosa se emplearon como fuente de 6-fos-

fogluconato deshidrogenasa para la determinacién de ta glu-~

conocinasa.
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RESULTADOS. -

I. Crecimiento de Azospirillum brasilense en distintas

fuentes de carbono,

Con el propdsito de determinar cudles vfias del metabo-

| ismo central de carbohidratos posée Azospirillum brasilense,

esta bacteria se crecib aerbbicamente en medio Ifquido con
NH4CI suplementado con distintas fuentes de carbono.

En la Figura 4 se muestran algunas rutas posibles del
metabol ismo de carbohidratos y las fuentes de carbono pro-
badas como sustratos Gnicos. Este esquema representa una re-—
copilacibn de las vfas metabdlicas empleadas por varios mi-
croorganismos. Asimismo, se indica el crecimiento positivo
o negativo observado para cada compuesto carbonado. Es im-
portante hacer mencidn de que, exceptuando la glucosé 6~
fosfato, todos los demis compuestos se afiadieron en forma
no FOaforlIada. Succinato y malato, lntermedlar:os del ctcio
de los-dcidos truuarboxflucos, “también fueron probadOs comolb
sustratos, pero no se incluyeron en la Figura ya que su uti-
lizacidén como mejores fuentes de carbono en A, brasilensé
(17, 18) y la funcionalidad del ciclo de Krebs en dicha bac-
teria. (17) se reportaron anteriormente. Una vfa oxidativa
por medio de la cual la arabinosa es ronvert|da a a—cetoqlu—

‘tarato va ha sido domostrada (?7)

La Figura 5A nos muestra las curvas de crecinmicnto on

fructosa, gluconato y succinato. El crecimiento en malato



~Figura 4. Posibles vfas de asimilacién de distintos com-

puestos de carbono para microorganismos cn gencral,
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?(;)‘Cohpuuétos que A. brasilense Sp7 no metaboliza.

66P= glucosa 6-Fosfato : R5P= ribosa §5-fosfato

FOP= fructosa 6-fosfato S7P= sedoheptulosa 7- P
6PGA= 6-Fosfogluconato E4P= eritrosa 4-fosfato
63P= gliceraldehido 3- P PIR= piruvato

Ru5P= ribulosa 5-fosfato KDPG= 2-ceto, 3-deoxi, 6~

X5P= xilulosa 5-losfato fosfogluconato
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Figura 5. Curvas de crecimiento de A. brasilense utilizando

distintas fuentes de carbono.

KLETT

S

Ui 1 DAD

! { 1
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HORAS PE INCURACION (L0 C)

Las células fueron preincubadas y crecidas en ol mismo

medio: éuadros'ﬂ'FPUdtOSG; cfrculos = gluconato; trid&n-
gulos = succinaté.‘

Células crecidas en gluconato.

Células crecidas en fructosa,

y C. Las-células se preincubaron en: cuadros = fructosa;

cfreulos = gluconatoe; tridngulos = caldo nutritivo.
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es Siﬁilar al de suécinato péf lo que ho sc incluyd en la
zrégdra.’tos iiémpos de generacifn, cuantificados en fase ex-
ponencial, oscilaron entre 4 y 5 horas _para estas cuatro
fuentes dé cérbono. Nuestros datos indican que A. brasilense
puede utilizar gluconato y fructosa de manera mis eficiente
que lo reportado para malato y succinato (17), bajo un cri-
terio de masa celular total, que es, por lo menos, tres ve-
ces mayor en fructosa o gluconato. Esto ocurre a pesar de
que en todos los casos, el medio de cultivo est§ amortigua-
do con una solucién con alto contenido de fosfatos (aﬁrox.
50 mM). En base a lo anterior, nos enfocamos a tratar de i-
dentificar si habfa algGin{os) factor(es) en los medios de
succinato y malato que estuviese(n) impidiendo el crecimien=-
to de A, brasilense al llegar &sta a una densidad éptica de
unas 200 U. Klett. Decidimos medir las variaciones de pH en
el medio de cultivo ya que, de alejarse mucho del pH 6pt|mo
de crecimiento de la bacteria (pH7)(31), esto impedirfa su
crecimiento y qulzé causarfa también su muerte. Nuestra hi-
',p6te315 resulté cierta ya que, el madio de cultivo en Fruc—
»tosa o gluconato se mantuvo en pH 7.2 - %.4 a lo Iargo del.
~crecnm|ento, mientras,que en succinato o‘malato el medio’ se‘
basificSd hasta pH 9.5 . Habrs que determinar si substancias
,de'tipo aminas aliféticas (ej. esperﬁina, putrescina, cada-
wverina) son las responsables de la vériacién de pH, como o-
curre en otras bacterias (38)(Bravo, A. v Bastarrachea, F.,

datos no publicados).

!."nduécién,del crecimiento en gluconato.
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Con el fin de determinar las rutas metab6licas involu-
cradas en la asimilacidn de gluconato y Frﬁctosa, existiendo
édemés la posibilidad de que tuvieran alguna vfa en comin
(ver Figura 4), decidimos estudiar si el precrecimiento de
A. brasilense en alguna de las hexosas inducirfa el creci-
miento posterior en la 6tra. As{, las células se precrecic-
ron en fructosa, gluconato o caldo nutritivo hasta alcanzar
fa fase estacionaria. Diluciones de dichos cultivos fueron
lavados con solucién de fosfatos 20 mM pH 6.8 antes de secr
transferidos a un medio de gluconato o de fructosa, de los
que se¢ tomaron medidas de densidad éptica a lo largo de su

crecimiento.

La Figura 5B nos muestra las curvas de crecimiento de
A. brasilense con gluconato como fuente de carbono. Fructo-
sa fue capaz de inducir el crecimiento en dicho medio tanto
como ‘el gluconato mismo. Sin embargo, en la Figura 5C obseh—
vamos que el precrecimiento en gluconato no tuvo el misno e-
fecto al pasar las células a fructosa, ya que si se preincu-

baba en fructosa el perfodo "I

ag” de crecimiento era nota-
blemente menor. La preincubacib6n de las células en caldo nu-

tritivo no indujo crecimiento en estas hexosas.

Estos resultados nos hicieron pensar en un esquema me-

tabdlico de la siguiente forma:

FRUCTOSA ———= FRUCTOSA 6-FOSFATO ee—eeey  GLICOLISIS

{

b _» ENTNER-DOUDOROFF
GLUCONATO ———y 6-FOSFOGLUCONATO

> PENTOSAS FOSFATO
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De esta manera,yla Fructosa podria metabol izarse a través
del 6~Fpsfogluconutu (inducicendo por lo tanto el crecimien-
to en gluconato, Figura 58}, asf como por otra vfa que no
involucrase dicho compuesto ( glicblisis ) y que explicase
la no-inducei6n del crecimiento en fructosa al provenir las

célufas de un medio con gluconato. Foncs s,

Pos rutas principales para la asimilacién de gluconato
existen en diferentes microorganismos: la via Entner-Doudo-
rofl y la vfa de las pentosas fosfato, La primera de ellas
consiste en Jdos rcacciones cenzimdticas a partir del 6-fos-

fogluconato (OPGA):

6PGA dehidratasa

(1) 6-fosfogluconato = 2~ceto, 3-deoxi,b-

*HZO fosfogluconato

KDPG aldolasa

3(2) 2-céfo, 3~déoxi, ‘: _ ‘ bifuvato +

v

'.‘>6?F65F0gldconato R S gliceraldehido 3-P

La segunda, la vfa de las pentosas (losfate, desemboca en la
secuencia glicolftica mediante la produccién de fructosa 6-
fosfato, o en el ciclo de los dc. tricarboxflicos, a través

del piruvato que produce (ver Figura 4).
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. IndhéciGn de las enzimas de ia‘vfa Entner-Doudoroff.

A, brasilense Sp7 fue cultivada en medio lfquido suple-
mentado con NH4Cl y 0.5% (masa/vol) del compuesto carbonado
indicado para cada caso. La Tabla 4 nos presenta los niveles
de las dos enzimas de la vfa Entner-Doudoroff en &sta y otras
especies bacterianas. Se determiné la actividad combinada de
ambas enzimas de la vfa mediante la formacién 6-fosfogluco~
nato-dependiente de piruvato en ensayos conteniendo extrac-
tos celulares de bacterias crecidas bajo las condiciones es-

pecificadas.

Como se observa para Escherichia coli (36, 39), tanto

la 6-fosfogluconato dehidratasa como la 2-ceto, 3-deoxi, 6-
fosfogluconato aldolasa son enzimas inducibles en A. brasi-
lense crecida en gluconato. Sin embargo, no se observé in-
duccibn de la:vfa bajo ningln otro compuesto carbonado pro-
bado (a pesar de que fructosa fue capaz de inducir el sub-
secuente crecimiento en gluconato, Figura §5B), donde solo
se detectaron niveles basales bajos de estas enzimas.vPoﬁ
el contrario, especies de Pseudononas {40, A1) y.de Bhion '
bium (42, 43) contienen altos niveles de estafactividad al
crecerlas en gluconato, glucosa, fructosa y otras fuentes

de carbono.

El andlisis de nuestras mutantes deficientes en la u-
tilizacién de una o de ambas hexosas apoyan los datos ante-
riores. Cepas de A. brasilense incapaces de usar fructosa
como fuente de carbono (Fut” )} crecen normalmente en gluco-

nato y poscen actividades de la v{ia Entner-Doudoroff compa-
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Tabla ‘4. Actividades combinadas de las eniimas de la vfa

» . . €
Entner-Doudoroff en diferentes microorganismos.

Pseudomonas Rhizobium

Escherichia Azospiril lum

Sustrate b - r )
cepacia spp coli brasilcnse

GLUCOSA 83 108 20 NeY
GLUCONATO 88 nof 130 108
FRUCTOSA 94 ND ND 1
GLICEROL 75 ND 10 | 7
SUCCINATO 4 - ND TR >
ARABINOSA ND ND ND o 9

‘Expreéado en nanomdlas'de piruvafo
mitigramo de protefna,

Referencias 40 y 41.

Referencias 42 y 43.

Referencias 36 y 39.

No hay crecimiento.

No determinado.

formado por minuto por



rables a los de la cepa silvestre Sp7 (Tabla 6). Comprbbén—
dose asf, que la mutacién que confiere el {enotipo Fut no
estd involucrada en la asimitacién de gluconato. Esto no

descarta la posibilidad de que alguna otra mutacién que im-
pida el uso de [ructosa tenga la vfa del gluconato alterada
(no encontramos ninguna mutante de este tipo). Mutantes in-
capaces de crecer en gluconato (Gut“) crecen en fructosa en

la misma forma en que lo hace la cepa silvestre,.

iv. Niveles de 6-Fosfogluconato deshidrogenasa NAD-

dependiente.

En la mayorfa de los organismos, la actividad de 6-fos~-
fogluconato deshidrogenasa (6PGAD), por medio de la cual el
6-fosfogluconato sufre oxidacién y decarboxilaci6n para for-

mar D-ribulosa 5-fosfato, es una reaccién NADP-dependiente.

Ademds, Pseudomonas multivorans (44) y Streptococcus faecalis
(45) tienen otra forma de la enzima que es activa tanto con
NAD como NADP bajo crecimiento en gluconato. Esta Gltima pa-
rece Jugar un pabel muy importante en el catabolismo de glu-
conato, mientras que la NADP-dependienfe estarfa involucra-
da en proveer a la c6lula de factores reductores (NADPH) pa-
ra diversas reacciones biosintéticas (45). Aunado a su espe~
cificidaa por piridinonuciebtidos, estas emzimas también di-
fieren en tamafio y susceptibilidad a inhibici6n por ATP.

Escherichia coli posée una 6PGA deshidrogenasa que a pesar

de ser especfiica para NADP, est& también sujeta a regula-

cién por NADH2 (46).



En A. brasiiense solo pudimos encontrar actividad de
6-Fésfog!uconato deshidrogenasa asociada a NAD. Como puede
apreciarse de la Tabla 5, el valor méximo observado se obtu-
vo al crecer las células en gluconato, El valor tan bajo ob-
servado con fructosa como sustrato carbonado sugierc guc és=-

ta no es su ruta principal de asimifacién.

La actividad al probar para dependencia de NADP fue muy
baja a pesar de que se utilizaron mezclas de ensayo que va-
riaban desde pH 7.3 hasta 8.8. Est se hizo ya que se han re-
portado pH's 6ptimes de actividad catalftica de 7.5 y de §.0-
8.5 para las formas NAD-NADP y NADP dependientes, respectiva-
mente (45). La catividad m&xima observada en A. brasilense

de 6PGA deshidrogenasa NAD-dependiente fue a pH 8.5 .

V. Niveles de gluconocinasa (GK) en c6lufas crecidas en

gluconato o fructosa,

£l gluconatordébe sufrir una Fosforilqéidhvantus de que
puéaa‘ser metabol izado ya sea por la vfa Entner-Doudoroff - o

por la de las pentosas fosfato.

La actividad de gluconocinasa fue cuantificada mediante
el acoplamiento de la formacién de G-fosfogluconato a la re-
duccibén de NADP en presencia de exceso de 6-fostogluconato

deshidrogenasa:



Tabla 5. Actividades especilicas de 6-Fosfogluconato

C . . a
deshidrogenasa on Azospirillum brasilense Sp7 .

cofactor
SUSTRATO - -
NADP NADC
GLUCONATO 0.49 16.6
FRUCTOSA 0.51 . 4.2
SUCCINATO 0.50 0.0

a, Expresado en nanomolas de producto por minuto
por miligramo de protefna.
b. Actividades m&ximas observadas a pH 7.9 .

c. Actividades determinadas a pH.8.5 .
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GK - 6PGAD

gluconato —» 6-fosfogluconato —————we—> ribulosa 5-P
v ™ +
NADP . NADPH + H

GK = gluconocinasa

6PGAD = 6-fosfogluconato deshidrogenasa

Un extracto celular de E. coli MX614 crecido en glucosa fue
utilizado como fuente de 6PGAD, ya que tiene tan solo nive-
les basales de gluconocinasa y muy alta actividad de deshi-

drogenasa (36)(Tabla 6).

La Tabla 6 nos muestra que los niveles de actividad de
gluconocinasa encontrados en extractos de A. brasilense cre-
cida en gluconato, fueron similares a los obtenidos cuando
se incubaron en fructosa mas no en succinato. Estos resulta-
dos, aunados a los de las Figuras 53 y 5C, sugieren que la
fructosa puede inducir la actividad de gluconocinasa tanto
como:el-gluconatp4mismo, lo que parece fndicar que. la mjsma

enzima es capaz de fosforilar ambos sustiatos.

Vi. Aislamiento de mutantes involucradas en la.asimila-

cién de fructosa y/o gluconato.

Para tfatar de comprobar que las rutas de asimilacién
de fructosa y gluconato son independientes una vez trans-
currida la fosforilacién, decidimos aislar mutantes de tres

diferentes tipos:



Tabla 6. Actividades comparativas de gluconocinasa. (GK),

6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGAD) y cnzimas de la

via Entner-Doudoroll (ED).d
Organismo sustrato GKb 6PGAD® EDd
E. coli MX614 glucosa 2 252 ND®
E. coli MX614 gluconato 19 272 ND
A. brasilensc Sp7 gluconato 12 0.5 108
" Sp7 fructosa 12 0.5 1
” Sp7 succ inato 2 0.5 5
” MX2046 f gluconato 12 0.5 100
” MX2047 F gluconato i1 0.5 98
" MX2063 ° fructosa 12 0.5 2
" Mx2067 9 fructosa 12 0.5 1
” Mx2068 ¢ fructosa 11 0.5 1

.a. Expresadas en nanomolas de producto por minuto por
- miligramo de protefna.

b. Extractos de Escherichia coli MX614 crecida en glucosa

fueron utilizados como fuente de 6PGAD.
c. NADP fue utilizado como cofactor.
d. Actividad combinada de ambas enzimas de la vfa ED.
e. ND : no determinado.
f. Mutantes de A. brasilense con fenotipo: Fut Gut+.

2 N _
g. Mutantes de A. brasilense con fenotipo: Fut Gut .
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1. Mutantes Fut_Gut—, las cuales debido a una sqla mu-
tacién puntucl ya no fueran capéccs de crecer en gluconato
y fructosa. Dentro de ellas deberfamos cncontrar mutantes
defectivas en fa glucono- (fructo-) cinasa (ver seccién an-
terior). Mutantes que prescntaran of mismo fenotipo Fut Gut
podrfan tener e! locus de mutacién en un sitio no involucra-
do con el que codifica para la glucono- (fructo-) cinasa,
como pudiera ser la adenilato ciclasa (cya ) o la protefna
receptora de cAMP (CRP™) y que causarfan que el sistema de

transporte de carbohidratos fuese deficiente (47).

2. Mutantes Gut o sea, que no asimilaran gluconato pe-

ro que utilizaran fructosa normalme. te.

3. Mutantes Fut o sea, que no metabolizaran fructosa,
pero que el gluconato s pudiera funcionar como sustratd G-
nico de carbono., Estas mutantes deberfan tener una vfa Entner-
Doudoroff normal al crecerlas en gluconato seg@n nuestros da-

tos de la Tabla 4.

Todas las mutantes Fut Gut fueron aisladas por su in-
capacidad de atilizar fructosa y contraseleccionadas por su
falta de asimilacién de gluconato. Posteriormente fucron
probadas para actividad de gluconocinasa. Ante la imposibi-
lidad de crecer dicl.as mutantes en gluconato o fructosa, on
donde puede demostrarse la inducibilidad de la gluconocinasa,
las células fueron incubadas en succinato para realizar las

determinaciones enzimdticas.

Solo la mutante MX2041 (Fut Gut ) no poséc ni siquicra
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‘niveles basales de esta enzima al crecerla en éuccinato‘(Ta~
bia 7). Lo mismo fue observado cuando al Ilegar el cultivo

a 80 U. Klett &ste fue transferido a un medio con gluconato
como Gnica fuente de carbono, donde se incubaron las células
hasta que la cepa silvestre (que recibié el mismo tratamien-
to) alcanzé las 200 U. Kiett. Este experimento fuc rcalizado
para permitir la entrada de gluconato a la cepa MX2041, con-
dicién en que se induce la gluconocinasa en otros organismos
(36). Queda por determinar si c¢fectivamente el gluconato mar-
cado con 14C penctra al espacio intracelular de dicha mutan-

te {ver Discusién y Conclusiones).

Mutantes cuyo fTenotipo es de no-utilizacién de fructosa
(Fut") o de gluconato (Gut ) también fueron somctidos a cs—
tudio de la actividad de la gluconocinasa. La Tabla 0 nos
muestra estos resultados en los que apreciamos niveles com-
parables @ los de la cepa silvestre. La actividad combinada
de las enzimas de la vfa Entner-Doudoroff en las mutentes
Fut crecidas en gluconato es igual al observado para la Sp7.
Las actividades de las mutantes Gut crecidas en fructosa
presentan actividades también comparables a los de la cepa

stlvestre.

A pesar de no conocer los loci exactos de mutacibn de
las cepas Fut y de las Gut , podemos decir que la informa-~
cibn genética que codofica para la glucono~- (fructo-) cinasa

no parcce estar alterada.
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Tabla 7. Actividades comparativas de gluconocinasa (GK) y de

las enzimas de ta vio Entner-Doudoroff (ED) en A. brasilense

Sp7 v en la mutante MX2041 (Fut Gut™ ).

CEPA SUSTRATO 6K® eo®
Sp7 succinato 2 5
MX2041 succinato 0 0
Sp7 succinato —> gluconato® 3 90
MX2041 succinato —>» gluconatod 0 0

Expresada en nanomolas de NADPH por minuto por miligramo
de protefna,

Expresada en nanomo'asﬁée.piruvato por minuto por mili-
gramo de protefna,

Las células fueron crecidas en succinato hasta alcanzar
80 unidades Kicett. Se lavaron con solucién de ngfatds
ZQmM p 6.8 ¥ se incubaron en un medio con g!uconéto
hasta Llegar a 200 unidades Kiett de densidad ptica.

‘Las células Tueron tratadas de igual manera que en el in=-

ciso anterior. Les extractos celulares se hicieron cuando

la cepa silvestre alcanz6 las 200 unidades K ett en el me-

dio cgn gluconato.



DISCUSION ¥ CONCLUSIONES.-

En el presente estudio hemos demostrado gque una via
Entner-Doudoroflf funcional es especificamente inducida en

Azospirillum brasilense Sp7 solo durante su crecimiento en

gluconato. La actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
encontrada bajo la misma condicién de crecimiento, parecie-
ra reflejar una vfa de las pentosas tosfato operativa en la
asimilacién de gluconato e indirectamente, una sccuencia gli-
colftica activa a través de la fructosa 6-fosfTato formada du-
rante la vfa antes mencionada. Sin embargo, el hecho de no
haber encontrado mutantes cuya utilizaci6nde gluconato fuese
menor a la de la cepa silvestre parcce indicar que la via de
las pentosas fosfato por sf sola, no le permite a A, brasi-
lense crecer adecuadamente en gluconato, pero le proporcio-

na precursores para reacciongs biosintéticas.

Evidencias a favor de que nuestras mutantes Gut  poseen
alteraciones en la informacién geﬁética para la vfa Entner-
‘Doudoroff, son: ‘ »

a) no-utilizacién de gluconafo (la cepa silvestre tiene
la vfa Entner-Doudoroff altamente inducida en dicho medio);

b) utilizacién de fructosa comparable a la de la cepa
silvestre (fructosa no es metabolizada a través de la vfa
Entner-Doudoroff en esta bacteria; ver pérrafo anterior);

c) niveles normales de gluconocinasa al crecerlas en
fructosa;

d) no se detecta ninguna actividad de ta vfa Entner -

Doudoroff al crecerlas en succinato (donde la Sp7 tiene ni-
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‘veles basales bajos de‘esta'actividad).'

E! no haber encontrado actividad de 6-tfosfogluconato
deshidrogenasa NADP-dependiente con ninguno de los compues-
tos probados, a pesar de haber empleado un rango dc pH muy
amplio en las mezclas de ensayo (pH 7.3 - 8.8), representa
un caso singufar en la literatura y sugiere, ademds, una
via de las pentosas fosfato débilmente operativa solo con
NAD como cofactor. Sin embargo, no podemos descartar la po-
sibilidad de que la 6-fosfogluconato deshidrogenasa funcio-

ne con algln cofactor distinto a NAD o NADP.

Fructosa pareciera entonces estar sicndo metabolizada
a través de la glic6lisis, al haber descartado las vfas de
pentosas fosfato y de Entner-Doudoroff como rutas para su
asimilacién. Esta suposicién va en contra de lo publicade
por Okon et al. (17), pues reportan secuencias glicolftica
y de pentosas fosfato poco operativas o inexistentes en

Azospirillium. Sin embargo, sus resultados no son totalmente

vélidos pues, a pesar de que los extractos Qeluiares utili-
zados no presentaron incremento alguno en la captura de»6~
xfgeno al usar varios azficares y azdcar-fosfatos como sus-
tratos, las células fueron siempre crecidas en malato como
tinica fuente de carbono, por lo que no necesariamente debe
uno esperar inducci6n de las enzimas involucradas en el
transporte y/o el catabolismo de todos los carbohidratos

probados.

La induccién del crecimiente en gluconato llevada a ca-

bo por la fructosa (Figura 5B), aparentemente involucra atl-



gln paso metabélico previo a la formacién de 6-fFosfogluconato
y que ambos azlcarcs parccen compartir, La mutante de A. bra-
silense MX2041, que carece de actividad detectable de gluco-
noqinasa (Tabla 7), sugicre que la misma enzima es responsa-

bie de la fosforilacibn de ambas hexosas, a pesar de tener

conformacioncs distintas:
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a~D-fructofuranosa D- ¢ -gluconolactona

Una cinasa de este tipo ha sido reportada por Sapico y Ander-

son para leuconostoc mesenteroides y que es capaz de fosfo-

rilar fructosa y manosa con la misma eficiencia, a pesar de
poseer conformaciones diferentes (48). Serd necesario puri-
ficar la enzima responsable.de la fosforilacién de glucona-

to y fructosa en Azospirillum brasilense para comprobar si

se trata realmente de una sola glucono- (fructo-) cinasa la

encargada de dichas actividades.

_ Una explicacién alternativa para la falta de utiliza-
cién de fructosa y gluconato en la mutante MX2041 podrfa re-
s}dir a nivel de su sistema de transporte, que pudiera invo-
tucrar también la fosforilacién de dichos compuestos. En una
amplia gama de organismos procariotes (47), fructosa, glucosa
y otras hexosas son transportadas hacia el interior de la

célula por medio del Sistema de Fosfotransferasa fosfoenol-
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piruvato-dependiente (PTS)(TabIa 8). Dos protefnas solubles,
fa Enzima | v la protefna HPr inician la transferencia del
fosfato a partir del fosfoenolpiruvato y son generales para
el transporte de todos los sustratos del sistema PTS de un
organismo. lLas Enzimas Il y [f{, asociadas a la membrana
citoplasmdtica, estdn encargadas de la fosforilacién del a-
zticar del cual son especfficos (Figura 6). Sin embargo, aun-
qgue se han reportado casos en los que la especificidad por
el sustrato no es tan estricta, una misma Enzima 1l solo
puede catalizar el transporte y la transfosforilacitn de a-
zGcares de la misma conformacién (ej. manosa y glucosa), por
fo que fructosa y gluconato parecen no perteneccer al mismo
sistema PTS. La mutacién de la MX2041 sf podrfa estar afec-
tando a la Enzima | o a la HPr, Jo que resultarfa en la no
utilizacién de todos los sustratos PTS de este organismo

(en caso de que los hubiera).

Otra forma de explicar fa mutacidn que confiere a la
cepa MX2041 el fenotipo Fut Gut podbfa involucrar un sis-
'tema de transporte independiente de fosforilacién. La falta
delactivjdad de gluconocinasa de la MX2041 fue un resultado
répetitivo, lo cual parece refutar esta posibilidad. Ser§ ne-~
cesario medir la entrada de_compuestbs’radiactivos en ésta y

otras mutantes para verificar este ‘aspecto.

En Escherichia coli, que comparte un patrén similar de

asimilacién de azdcares por la vfa Entner-Doudoroff con cl
de A. brasilense, el gluconato parece ser el inductor prin-
cipal de la secuencia (39). Debe hacerse notar que, con el

estudio de mutantes, Kornberg y Soutar sugieren que, bajo



39.

Tabla 8. Distribucién del Sistema de Fosfotransferasa (PTS)

para el transporte Jde carbohidratos en organtsmos procariotes,

GENERO tincibn PTS .. sustrato
gram PTS

Azotobacter - - -
Bacillus + + general
Beneckca - + general
Clostridium + + fructosa, manitol
Escherichia - + general
Kicbsiel la - + general
Lactobacillus + general
Leuconastoc - -
Pseudomonas - -+ fructosa
Rhodopseudomonas - ”+‘ fructosa
Rhodospirillum - + fructosa
Salmonélla - f general'
Serratia - + general
vStaphy{ococcus :+ o general
Streptocdccus + + general

a. (#)posesibn del Sistema de Fosfotransferasa,

(-)ausencia del Sistema de Fosfotransferasa.



Figura 6. Diagrama representativo del Sistema de Fosfotransferasa fosfoenolpiruvato -

dependiente para el transporte y la fosforilacién de carbohidratos en algunas bacterias.
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ciertas Cbndiciones, el 6-fosfogluconato (6PGA) puede fun-
cionar como el inductor de ia via Entner-Doudoroff en esa
bacteria (39). Por otra parte, Allenza y Lessie encontraron
que el OPGA parece ser el inductor de a vfa en Pseudomonas
(40). De nuestros resultados, puede verse que la cepa sil-
vestre de A. brasilense es capaz de una produccién muy !i-
mitada de inductor en medios de cultivo distintos a gluco~
nato. También, el hecho de que A. brasilense posea una vfa
de las pentosas fosfato débilmente operativa, es consisten-
te con la idea de que casi nada de 6-fosfogluconato es pro-
ducido durante la asimilacién de compuestos distintos a glu~
conato. Estos datos, aunados a los obtenidos con la mutante
MX2041, donde tampoco se detecté actividad combinada de la
vfa Entner-Doudoroff (Tabla 7), sugieren que el 6PGA es el

inductor fisiol6gico en Azospirilium brasilense. Estudios

con gluconato radiactivo en la mutante MX2041 nos aclara-
r&n este aspecto, si comprobamos que es capaz de ser trans-

portado hacia el interior de la célula.

La Figura'VIpresenta el esquema metabélico propuesto

para la asimilacién de fructosa y gluconato en Azospirillum

brasilense. Pddemos épreciar la existencia de una glucono-
(fructo-) cinasa responsable de la fosforilacién de ambos
compuestos. Una vez catalizadas las reacciones anteriores,
los compuestos fosforilados siguen vfas catabé6iicas inde~
pendientes. La fructosa 6-fosfato va a ser metabol izada por
la secuencia glicolftica. El 6-fosfogluconato por su parte,
posée dos vfas de mayor y menor importancia para su asimi-
facién, La vfa Entner-Doudoroff es la encargada de metaboli-

zar la mayor parte de este compuesto, mientras que la vfa de



Figura 7. Esquema metab6lico propuesto para la asimilacién de Fructosa y gluconato

en Azospirillum brasilense.
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las pentosas fosltoto parecce intervenir muy poco ¢n su cata-
bolismo (lfneas punteadas). Todas ustas rutas metebélicas’
praoducen piruvato, que ha de ser decarboxilado antes de que
pueda reaccionar con el oxaloacetato para cntra} al ciclo

de los &cidos tricarboxflicos.

Al término del presente trabajo, tuvimos noticia de un
estudio rcalizado por E.M. Goebel et al. del Instituto Tec-
nolégico de Vieginia, L.ELUG, con el que sc comprueban y
complementan alguios de nuestros resultados (49):

a) funcionalidad de 1a vfa glicolitica para la asimi-
laci6én de fructosa en A, brasilense Sp7;

b) inexistencia de la vfa de las pentosas fosfate en
fructesa y succinato (determinada por ausencia de actividad
de 6-fosfogluconato deshidrogenasa NADP-dependiente);

c) no detectan actividad de las enzimas de la via
Entner-Doudoroff en fructosa ni en succinato (no lo deter-
minan en gluconato como sustrato);

d) extractos libres de células crecidas en fructosa
formaron fructosa !-fosfato al supfementar el medio con fos~
focnolpiruvato (PEP) indicando la existencia del Sistema de
Foslotransicrasa PEP-dependiente para el transporte y la

fosforitacibén de fructosa en A. brasiiense.

La capacidad que tiene Azospirillum brasilense de meta-

bolizar gluconato y fructosa pudiera ofrecerle algunas ven-
tajas. Las paredes ccelulares de las plantas mono- y dicoti-
ledoneas son ricas en carbohidratos de cinco y seis carbonos
(50). Es posible que la mucrte de células radiculares y el

desprendimiento de células provean a estas bacterias que se



asocian a la rafz y que sin capaces de metabol izar estos a-

zdcares, de sustrato abundante para su proliferacién,
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