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INTRODUCCION.-

El hombre se enfrenta actualmente al incremento de lapo­

blaci6n y de la industrial izaci6n, ai deterioro del medio am­

biente y al agotamiento de los recursos no-renovables. Estos 

elementos, unidos a las 1 imitaciones en la producción de ali­

mentos, constituyen una grave problemática que la Humanidad 

debe afrontar a corto plazo, siendo el hambre una de sus más 

importantes manifestacione~. 

El nitr6geno, clt!mcnto que ocupa el 8o% de la atm6sfera 

terrestre, que por ser un elemento constituyente de protefnas, 

ácidos nucléicos y otras importantes biomol6culas 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 nitr6-

geno de las plantas, las cuales convierten estos compuestos en 

aminoácidos que van a formar parte de las protefnas. Est~s di­

timas sirven como fuente de aminoácidos 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 fund~mental 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 el los en el proceso de fabricación, estamos obliga­

dos a buscar una alternativa que permita responder a la demanda 

de al irnentos. R<1jo tales circunstanci<ls, la fijación biológica 

de nitrógeno ha ido tomando gran impulso en los óltimos aílos. 
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La cantidad de nitr6geno fijado biol6gicamente es diffci 1 

de estimar debido a la heterogeneidad de organismos diazotr6-

ficos (capaces de fijar N
2
), de su amplia distribuci6n y de 

los diferentes medio ambientes involucrados. Organismos dia­

zotr6ficos asimbi6ticos, que incluyen bactel'ias de géneros 

como Klebsiel la, Azotobacter, Clostridium, Rhodospiri 1 lum y 

Azospiril lum, fijan N
2 

independientemente de otros organismos. 

Algunos de el los pueden formar una relaci6n asociativa con la 

planta de manera que 6sta pueda proveer a la bacteria de un 

medio ambiente más adecuado para el proceso de fijaci6n de N
2

. 

Entre las bacterias que fijan N ónicamente al estar simbi6ti-
2 

camente asociadas a una planta estan especies de Rhizohium 

(que nodulan leguminosas)(l), algunos actinomicetes (que nodu­

lan Comptonia)(2) y Anabaer.a azol lüe (que fija N,) dentr~o de ... 
los poros de las hojas de Azolla)(3). Ningón orgunismo euca­

riote se ha encontrado capaz de fijar nitr6geno. (Tabla I) 

La fijaci6n biol6gica de nitr6geno es un proceso altamen­

te energ6tico (requiere ATP y NADPH), lábi 1 al oxígeno y es re-

primido por presencia de amonio, La nitrogenasa es la enzima 

que interviene en la reducci6n del N
2 

a NH
4
. Estáconstitufda 

por dos componentes: una ferrorno 1 i bdoprote fna o ni trogenasu 

(Kpl) y una ferroprotefna o nitrogenasa reductasa (Kp2)(~). 

Ambos componentes son muy si mi lares en una amplia gama de or-

ganismos (5, 6)(Figura 1). 

Debido a la labilidad de la nitrogenasa por el 0
2

, los or­

ganismos aerobios facultativos (ej.!· pneumoniac) no son c<lpu­

ccs de fijar N
2 

acl'6bicamcntc. Los estrictos aerobios poseen 

mecanismos para proteger a sus nitrogenasas del 0
2

, como son: 

a) elevada actividad respiratoria que reduce ory r~pidamcn-



Tabla l. Clasificaci6n de organismos diazotr6ficos. 

ASIM310NTES O DE VIDA LIBRE 

Aerobios estrictos: Azotobacter 

Anaerobios estrictos: Clostridium 

Fijaci6n de N
2 

anaer6bica: 

Klebsiel la y Bacil lus 

Fijaci6n de N
2 

microaerofflica: 

A zosp i r i 1 1 um 

S 1~IG1 ONTES 

ÜPHunismo 

Rh i zob i um l Pnu111 i nos<1s 

·Anabaena azo 11 ae Azo 1 l ,1 

act i nom ice tes Compt on i a 



Figura 1. Representaci6n gráfica de la reacci6n de la nitrogenasa. 
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te (7); 
b) local izaci6n de la nitrogcnasa dentro de heteroquistes 

(8); 

c) formaci6n del complejo Kpl - Kp2 - protefna Shetna, el 

cual pos~e mayor cstabi 1 idad en presencia de oxfgeno (9); 

d) producci6n de lcghemoglobina, de la cual comentaremos 

a continuaci6n. 

En el caso de Rhizobium, la existencia de leghemoglobina 

en los n6dulos que rodean a las bacterias, permite el paso de 

la cantidad de oxigeno que permita la fijaci6n de N
2 

sin inac­

tivar a la nitrogcnasa (10, 11). la síntesis de leghemoglobina 

es precisamente uno de los aspectos donde la simbiosis Rhizobium­

leguminosa se presenta como una asociación f1ltima entre bacteria 

y planta, ya que la información para la globina se encuentra co­

dificada en el genoma de la planta, mientras que la del grupo 

hemo se halla en el genoma bacteriano (12). 

En el caso de anaerobios estrictos (ej. Clostridium), la 

labilidad de la nitrogenasa por el oxfgeno no presenta proble­

ma alguno. 

La importancia relativa de cada microorganismo o grupo de 

ellos, en cuanto a la fijaci6n de nitrógeno se refiere, depend~ 

de la provisión de sustrato orgánico utilizable que, en casi to­

dos los casos, ha de ser fuente de energfa, de poder reductor y 

de esqueleto carbonado para la incorporación del amonio que re­

sulta de la fijaci6n. 

la fotosíntesis es un proceso en que los compuestos de car­

bono son elaborados a partir de co2 y agua en los tejidos verdes 
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de las plantas, uti l i:ando energfa luminosa, Este proceso es un 

factor 1 imitante de la fijaci6n de N
2 

en b.1cterias que se en­

cuentran en simbiosis con la planta (5, 6, 13). Estudios sobre 

la bioqufmica de la fotosíntesis han revelado que, adem~s del 

ciclo reductor de a vfa de las pentosas fosfato o ciclo Cal­

vin (C-3)(figura 2), muchos pastos poseen el ciclo de los jci­

dos di~arbixfl icos o vfu llatcl1-Slack (C-4)(14)(Figura 3). Los 

pastos que poseen esta dltima vfa de la fotosíntesis uti 1 izan 

el nitr6geno disponible m~s eficientemente (14), por lo que el 

grupo de Dobereiner (15) ha sugerido que la vfa de los ~cidos 

dicarboxfl icos en pastos es importante para la capacidad de es­

tas plantas de estimular la fijaci6n de N
2 

en bacterias que se 

localizan en sus zonas l'adiculares. Estu hip6tesis parece atrac­

tiva bi se toma en cuenta que el malato es el producto primario 

de la fotosíntesis de algunos pastos C-.¡ (~. mays, Oigitaria) 

(16) y que es preferida, junto con otrós ~cidos org~nicos (17, 

18), como fuente de carbono por Azospiri 1 lum, microorganismo 

principalmente responsable de la fijaci6n de N
2 

observada en 

algunos de esos pastos (19). Sin embargo, se ha detectado acti­

vidad de nitrogenasa en pastos que no poseen la vfa C-4 de la 

fotosíntesis (arroz, trigo)(20). 

Otras formas de acci6n en qtie no esté iAvolucrada la fija­

ción de N
2 

y que se han suger·ido para explicar los incrementos 

en la producci6n de las cosechas al aplicar bacterias diuzotr6-

ficas en los cultivos, son (20): 

a) cambios en la poblaci6n microbidna de la riz6sfcra; 

b)supresi6n de enfermedades por los inoculantes; 

e) producci6n de substancias promotoras del Cl"l'\'imicnto 

de la planta. Huy evidencias firmes de que el 6cido indol-3-

ac~t ico, guibercl inus y citocininas, substancias producidas 

por las plantas y esenciales para su desarrollo y crecimiento, 
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Figura 2. Formaci6n fotosint6tica d~ glucosa a partir de co
2 

a través del ciclo Calvin un plantas C-3 . 
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Figura 3. Vfa Hatch-Slack o ciclo de los ~cidos dicarboxf-

1 i cos (C-4). 
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son tambi~n elaboradas por algunas de las bacterias que viven 

en asociaci6n a el las (ej. Azotobacter, Azospiril lum)(21, 22). 

En general, aquellas relaciones bacteria-planta en que el 

sitio de fijaci6n de N
2 

se local ice dentro o cerca de la planta 

van a permitir un acoplamiento directo y eficiente de nitr6geno 

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 relaci6n simbi6tica, satisfarán los requerimientos para 

una mayor y mejor producci6n agrfcola. 

A pesar de que la mayorfa de las leguminosas poseen la ca­

pacidad de fija~ todo el nitr6geno que requieren, el area total 

mundial cultivada de estas plantas ha sido de, aproximadamente, 

el 10% del arca uti 1 izada para los cereales (6, 2,7), Es por· es­

to que el estudio de bacterias pertenecientes al g6nero A%ospi­

ri llum ha cob~ado gran atenci6n en la 61tima d~cada. 

En 1922, Beijerinck describi6 por vez primera una bacteria 

que fue nombrada Azotobacter spirillum y luego Spiril lum .LJ..E.2-
~· Muy poca atenci6n se le habfa dado a este organismo has­

ta que, en 1974, Dobereiner et al. la aislaron de las raiccs 

de algunos pastos tropicales del Brasi 1 (24, 25). Las porcio­

nes radiculares exhibfan actividad de nitrogenasa (cuantifica­

da mediante reducción de acetileno). La capacidad de fijaci6n 

de N
2 

en aquel las plantas fue confirmada al demostrarse la in­

corporaci6n de 15N
2 

hacia el tejido de las mismas (26). Este 

organismo es gram negativo, de forma vibroide con un flagelo 

polar y puede acumular gránulos de poi i-B-hidroxibutirato (17, 

27). Puede fijar N
2 

libremente o en asociaci6n a pastos tropi­

cales y cereales, pero solo en un ambi011te rnicroaeroffl ico, ya 

;i 
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que no pos6c mecanismos de protecci6n de su nitrogenasa hacia 

el oxígeno (18, 27). Si el medio de cultivo est<'i sue.!,_ementado 

con una fuente fijada de nitr6geno, el microorganismo es ca­

paz de crecer aer6bicamente (27). 

En 1978, 61 cepas de ~· 1 ipoferum fueron sometidas a un 

an<'il is is de composici6n de ADN, requerimientos nutricionales, 

pruebas enzim<'iticas y de estructura (28). Los resu1tados indi-

ca ron que existen por 1 o menos do1j¡> ~spec i es de este organismo, 

por lo que, en base a sus características, se les asign6 a un 

nuevo g6nero denominado Azospiril l~m. A· brasilense es prot6-

trofa e incapaz de utilizar glucosa, sacarosa y otras fuentes 

de carbono que A· 1 ipoferum, aux6trofa de biotina, sf mctabo-

1 iza (28). Otras diferencias fisiol6gicas entre ambas especies 

de Azospiril lum se encuentran resumidas en la Tabla 2. Entre 

las características más importantes en cuanto a producci6n a­

grícola se refiere, está el que A· brasilense se asocie pre­

ferentemente.a trigo y arroz, mientras' que a. lipoferum lo ha­

ce a mafz (29), sugiriendo una diferencia de especificidad en­

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

Es-tud i os de 1 a ni trogenasa de !· bras i 1 er1se han demostrado 

qu~ consiste en un sistema de tres componentes: una protcfna 

Mo-Fe, una protefna Fe y un factor activador de ID proteína Fe 

similar al que se encuentra en Rhodospiri llum rubrum (JO). 

Se conoce relativamente poco sobre las vfas de mctahol is­

mo central de carbohidratos en esta bacteria. Estudios previos 

de otros laboratorios indican que A:ospiril lum brasilcnsc pos6e 

un ciclo de los ~ciclos tricarboxfl icos funcional, pero que las 

vfas gl icolftica y de pentosas fosfato son inexistentes o bien, 



Tabla 2. Diferencias fisiol6gicas entre Azospiri l lum 1 ipoferurn y Azospiri l lum 

bras i 1 ense, 

fl. lipoferum 

.... 

- Asimilaci6n de glucosa, sacarosa~ 

manitol, sorbitol, ribosa 

- Requiere biotina 

- Se asocia a mafz 

- Catalasa negativa 

- Acidificaci6n de medio con 

glucosa o fructosa 

- En medio semis61 ido sin N, 

se ensanchan y agrandan 

fl. bt•usi lense 

- No-asimilaci6n de glucos~, A~c~­

rosa, manito 1, sorb i to 1 , 1· i hlHhl 

- PrJt6trofo 

- Se dsocia a trigo y a1•1•0= 

- Catalasa positiva 

- No-ac id i f i cae i 6n de nwd i o con 

glucosa o fructosa 

- No cambia de forma ni dl~ ta111~1ño en . 
medio semis6lido sin N 
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vagamente operat=vas, ya que extractos 1 ibrcs de c61ulas no 

presentaron incremento alguno er1 la captura de oxfgcno al u­

sar vurios azGcarcs y az6car l"osfatos como sustratos(17). 

En el presente trabajo nos enfocamos a estudiar el meta­

bolismo de carhohidratos en Azospiril lum brasilensc para !o 

cual utilizamos dos estrategias: una bioqufmica y 6tra gen6ti­

ca. La primera de el las consisti6 en el an~I is is de fuentes 

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

de los ensayos cnzim~ticos espccfficos para las distintas rutas 

metab61 icas. La estrategia gcn6tica consisti6 en el aislamien­

to de mutantes deficientes en el mctabol isrno de carbohidratos 

con las que se comproburon y .impl iaron los resultados bioquf-

micos. 

- • ~ 1 - ' 
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MATERIAL! METODOS.-

l. Cepas bacterianas. 

Azospiril lum brasilense Sp7 fue obtenida de la American 

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

cepa se obtuvieron por tratamiento mutag~nico con etil meta­

no sulfonato. La cepa MX614 es una derivada de Eschet•ichi,1 

col i K12. Todas las cepas uti 1 izudas en el presente t:rabujo 

se encuentran descritas en la Tabla 3. 

1 l. Crecimiento de las bacterias. 

A· brasilense fue crecida en voldmenes de 20 mi de mc­

~io mfnimo (31) suplementado con la fuente de carbono indi­

cada (al 0.5%, m/vol) y con 0.25% m/vol de NH_{I. Como me­

dio rico se util iz6 Caldo Nutritivo (Difco)(Jt). Los culti­

vos se agitaron en matraces Erlenmeyer de 125 mi a JOºC. 

Escherichia col i se creci6 en medio mfnirno NN como se 

reportó previamente (32). La fuente de carbono a 1 0.2/{. y 

15 mM NH
4

CI fueron siempre agregados u los medios de culrivo. 

La absorba ne i a de 1 as suspensiones ce 1 u I ares se dctc1·­

m i n6 en un colorfmetro Klett, uti 1 izando un filtro ro.io cuyo 

rango espectral es de 6JO - 700 nm. Lu relaci6n de unidades 

Klett con respecto a densidad 6ptica se calcul6 con la si-
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Tabla 3. Cepas buctc,riunus uti 1 izud<:1s en el presente trabujo, 

· fenotipo a 
OrHiln i smo ceptl 

re 1 cv¿rntc refer(~nc i a 

A. bras i l L!ll se Sp7 + + + Fut ,Gut ,Sut ATCC 

,, MX2041b - - + Fut , Gut , Sut este trabajo 

,, MX2046c - + Fut , Gut , Sut 
.¡. 

n " 

" MX2047c - + -t Fut ,Gut ,Sut " " 

" MX2063d + - + Fut , Gut , Sut " 
.,, 

" MX2067d + - + Fut , Gut , Sut " " 

" MX2068d + - + Fut ,Gut ,Sut " " 

I· col i MX614 + +- + Fut ,Gut ,Glt F. Bastar rachea 

.:i. fut, Gut, Sut, Glt: uti 1 izaci6n de fructosa, glucunato, 

succinato y glucosa, respectivamente; c~)positivo,(-)negativo 

b. Sel l~Cc i olla da por su incapacidad de ut i 1 izar fructosa y con-

traselcccion.:idu p..ira Gut . 
c. Obtenidas a purtir (fo la rn i srna rnutag6nesis. 

d, Obten id<Js <.) partir de 1.:i 1111 srna rnutag6nesis. 
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guiente f6rmula: 

U. Klett 

densidad 6ptica 

500 

Los tiempos de generaci6n, cuantificados durante la fase ex­

ponencial, secalcularon mediante el uso de la siguiente f6r-

mula (33): 

0.3010 t 

tiempo de:~~~~~~~~­
generaci6n 

log b - log a 

a= 

b= 

t= 

densidad 6ptici3 

in i e i a 1 

densidad 6ptica 

final 

tiempo transcu-

rrido 

11 l. Mutag~nesis con eti 1 metano sulfonato (cms). 

Para la selecci6n de mutantes Fut- (incapaces de uti (i­

zar fructosa) se empleó el siguiente protocolo elaborado en 

nuestro laboratorio, por lo que se describe dctallaJamcnt0: 

1. Crecer a ~· bras i 1 en se Sp7 en 5 rn 1 de medio 1 f qui do 

con fructosa y NH
4

CI hasta fose c.xponencial (aprox. 100 U.K.), 

2. Centrifugar y rcsuspendel' Pn 2.S 1111 de medio mfnimo 

sin fuente de carbono, 

3. A 2.4 mi de medio mfnimo, a~1re9t1r O.J mi del muttigeno. 
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4, Mezclar las c61ulas con el etí 1 metano sulfonato e 

incubé.lr 4 horas a JOºC Sin agitaci6n. 

5. Centrifugar y lavar 2X con un volumen igual de tio-

su 1 fa1to de sodio al 5%, para inactivar el EMS. 

6. Centrifugar y re suspender em 5 rn 1 de medio nutritivo. 

Incubar hasta alcanzar la fase estacionaria (aprox. 3 dfas). 

7, Centrifugar y lavar 2X con soluci6n de fosfatos 20mM 

pH 6.8. 

8. Centrifugar y poner a crecer las c61ulas en medio 

con fructosa. 1 ncubar hasta 100 U. KI ctt a 30ºC con acreac i 6n. 

9. Agregar 1 mi de kanamicina al 1--::~. Incubar 3 horus, 

10. Lavar 2X con solución de fosfatos. 

11. Resuspender en medio con succinato. Incubar hasta al-

canzar la fase estacionaria. 
. -·1 .,,C: 

12. Hacer diluciones apropiadas (10 ·, lÓ J) para pla-

quear en cajas con succinato. 

13. Seleccionar colonias aisladas y probar su crecimien­

to en succinato, fructosa y gluconato, 

Las mutantes incapaces de uti 1 izar fructosa se denomina­

ron Fut-. Todas el las fueron examinadas para su capacidad de 

crecer en gluconato, Aquel las colonias que no pudieron mcta­

bol izar ninguna de las dos hexosas fueron nombradas fut-Gut-. 

Para comprobar que la mutante MX204J (Fut -Gut -) dchf<l 

su fenotipo a una sola mutaci6n puntulll, f.sta ruc crec·id.1 ·~n 

succinato hasta fase estacionaria, rara buscar posteriormente, 

revertantes espont~neas en medio con fru~tosa o gluconato. Se 

plaquearon in6culos de 0.1 mi de dicho cultivo en cajüs con 

fructosa o gluconato. Todas las colonias qut• fueron capdces 

de cr3ccr en fructosa lo hicieron tamhi6n <·n gluconato cuan<lo 
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se probaron t?fl di t ho 11wd i o, A su vc,z, 

crecieron t¿tmbién cri fructo.sa. 

+ las rcvcrtantes Gut 

Par.:i 1 a se 1ecci6n de.: mutantes Gut se ut i 1 i z6 g 1 uconato 

en vez d~ fructosa en los medios de cultivo, El resto de la 

mutag6ncsis se 1 lcv6 a cabo de la manera antes mencionada. 

IV. Prcparaci6n de extractos celulares, 

1. CultiVdl' las c61ulas hast.,...:'fa~e exponencial. 

2, Ccntril~gar y lavar 2X con igual volumen de soluci6n 

de fosfatos 20 mM pH 6.8 • 

3. Centrifugar y rcsuspcnder en 10}& del volumen origi­

nal para proceder a sonicar las c61ulas, 

4. Centrifugar a 10 000 g por 15 m1n. Utilizar el sobre­

riadante para los ensayos enzimáticos. 

V. Octerminaci6n de actividades enzimáticas. 

Todas las actividades enzimáticas están expresadas en 

t6rminos de nanomolas de producto formado por minuto por 

mil igrarno de protcfna. La cuantificaci6n de protefna se de­

tcrmin6 segón el protocolo de Lowry et al. (34), 

La .:ictividad c-ombinc1dc1 de las dos enzimas de la vfa 

Entner-Ooudoroff ( 6-fosforiluconato dchidratasa y 2-ceto, 

3-deoxi, 6-fosfogluconato aldolasa) se midi6 por la forma­

ci6n 6-fosfoglucon.:ito tle~wndie11t~· de piruvato, que se detcc-
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t6 colorim~tricamente como su dinitrofenilhidrazona (35), 

las actividades de 6-fosfogluconato dcshidrogenasa y 

de gluconocinasa se cuantificaron esencialmente como lo des­

cribieron Eisenberg y Dobrogosz para I· col i (36), exn·pto 

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 determinaci6n de la glu-

conocinasa. 
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RESULTADOS.-

1. Crccimi(!nto de Azospiri l lum brasi lense en distintas 

fuentes de cdrbono. 

Con el prop~sito de determinar cu,les vfas del metabo­

ismo central de carbohidratos posée Azospiril lum brasilense, 

esta bacteria se creci6 aer6bicamente en medio lfquido con 

NH~CI suplementado con distintas fuentes de carbono. 

E11 lu Figura 4 se muestr<rn algunas rutas posibles del 

;pe:1.abol ismo de i:arbohidratos y las fuentes de carbono pro­

badas como sustratos 6nicos. Este esquema representa una re­

copi laci6n de las vfas metabólicas empleadas por varios mi­

croorganismos. Asimismo, se indica el crecimiento positivo 

o negativo observado para cada compuesto carbonado. Es im­

portante hacer menci6n de que, exceptuando la glucosa 6-

fosfato, todos los demás compuestos se añadieron en forma 

no fosforilada. Succináto y malato, intermediarios del ciclo 

de los •ciclos tricarboxf I icos, tambi~n fueron probados como 

sustratos, pero no se incluyeron en la Figura ya que su uti­

l izaci6n como mejores fuentes de carbono en!· brasilense 

(17, 18) y la funcionalidad del ciclo de Krebfl en dicha bac­

teria.(17} se reportaron anteriormente. Una vfa oxidativa 

por medio de la cual I¿ arabinosa es convertida a a-cetoglu­

tarato ya ha sido demostrada (37). 

La Figura SA nos muestra las curvas de crecimi<.'nto un 

fructosa, gluconato y succinato. El crecimiento en malat6 
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Figura 4. Posibles \fus de asimi laci6n de distintos ~om-

puestos de c.1rhl)no pul'u 1r1 i croor!=Jun i srnos en genur·a 1. 

,/ 
/ 

~-/ 

GLIJCOSA ( - J 

G6P(-) 

GLUCONATO(+) -· .. 
6PGA 

SACAl~OSA (-) MANITOL(-) 
....... , 

--. A. 
FIWCTOSA ( +) <'.f 

~ 
F6P 
~ ·- E4P (-) 

-- GJP( ->---~-s;L, _.GJP ~ 
----- ( ) /I' "" / . " RuSP - _. './ 

'\.RSP(-) __./; ~S7P(-) 
l 
t 

. KDPG 
/ 

1 

\ 1 
/ 

4~ / 

~ 

G3P ... PIR(+) 4!f-------- GLI COLI S 1 S 

CICLO DE LOS AC. 
ARAB 1 NOSA ( +) 

TRICARBOXILICOS 

(+) Comp~ustos que!· brasilehse Sp7 utiliza como sustratos. 

(-)Compuestos que~· brasilense Sp7 no metabol iza. 

· G6P= gl·~·C"os..i 6-fosfuto R5P= ribosa 5-fosfató 

F6P== fructosa 6-fos fato 

6PGA= 6-fosfoglucondto 

GJP; glicurulduhido 3- P 

l~u5P= ribulosu 5-fosfclto 

XSP= ~ilulosa 5-fosfato 

S7P= sedoheptulosa 7- P 

E4P= eritrosa 4-fosfato 

PIR= piruvato 

KDPG= 2-ceto, 3-deoxi, 6-

fosfogluconato 
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Figura S. Curvas de crecimiento de!· brasilense utilizando 

distintas fuentes de carbono. 

o 8 16 24 

A. Las c~lulas fueron pre incubadas y crecidas.~~ ,~I ~ismo 

medio: cuadros·"" frücfl:osd; cfrculos = glucontlto; tri•fo­

gulos = succinato. 

B. Células crecidas en gluconato. 

C. Células crecidas en fructosa. 

B. y C. Las·células se preincubaron Pn: cuudros"" fructosr.l; 

cfrculos = gluconato; t1•i.1ngulos =0 cc1ldo nutritivo. 
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es ~imilar al <lu succinato por lo que no se incluy6 en la 

~;gura. Los ~i~mpos de gcneraci6n, cuantificados en fase ex­

ponencial, oscilaron entre 4 y 5 horas para estas cuatro 

fuentes de carbono. Nuestros datos indican que~. brasilense 

puede utilizar gluconato y fructosa de manera más 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 está amortigua­

do con una soluci6n con alto contenido de fosfatos (aprox. 

50 mM). En base a lo anterior·, nos enfocamos a tratar de i­

dentificar si habfa algGn(os) factor(es) en los medios de 

succinato y malato que estuviese(n) impidiendo el crec1m1en­

to de~. brasilense al 1 legar ésta a una densidad 6ptica de 

unas 200 u. Klett. Decidimos medir las variaciones de pH en 

el medio de cultivo ya que, de alejarse mucho del pH 6ptimo 

de crecimiento de la bacteria (pH7)(31), esto impedirfa su 

crecimiento y quizá, causarfa también su muérte. ~uestra hi­

p6~esis result6 eierta ya que, el mudio de cultivo en fruc­

tcisa o gluconato se ~ant~vo en pH 7.2 - ~.4 a lo largo del 

crecimiento, mientras.que en succinato o malato el medio se 

basific6 hasta pH 9.5 • Habrá que determinar si substancias 

.de tipo aminas alifáticas (ej. eepermina, putrescina, cada­

·Verina) son las responsables de la variaci6n de pll, como o­

curre en otras bacterias (38)(Bravo, A. y Bastarrachea, F., 

datos no publicados). 

11. lndücci6n .dél. crecimiento en gluconato. 
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Con el fin de determinar las rutas metab61 icas involu-

eradas en la asimi laci6n de gluconato y fructosa, existiendo 

además la posibilidad de que tuvieran alguna vfa en com6n 

(ver Figura ~), decidimos estudiar si el precrecimicnto de 

tl• brasilense en alguna de .las hexosas induciría el LT~'ci­

miento posterior en la 6tra. Así, las célulc1s se prccreciv­

ron en fructosa, gluconato o caldo nutritivo hasta alcan:ar 

la fase estacionQria. Diluciones de dichos cultivos fueron 

lavados con soJuci6n de fosfatos 20 mM pH 6.8 antes de ser 

transferidos a un medio de gluconato o de fructosa, de los 

que se ~ornaron medidas de densidad óptica a lo largo de su 

crecimiento. 

La Figura SB nos muest~a las curvas de crecimiento de 

!l· 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 SC obser­

vamos que el precrecimiento en gluconato no tuvo el mismo e­

fecto al pasar las c'lulas a fructosa, ya que si se prcincu­

baba en fructosa el. período "lag" de crecimiento era nota­

blemente menor, La preinc11baci6n de las c61ulas en caldo nu­

tritivo no indujo crecimiento en estas hcxosas. 

Estos resultados nos l1icieron pensar en un esquema me-

tab61 ico de la siguiente forma: 

FRUCTOSA FRUCTOSA 6-FOSFATO GLICOLISIS 

GLUCONATO 

i 
·lt 

6-FOSFOGLUCONATO 

E NTNER-DOUDOROF F 
~,,.,,..,.,#, 

~ PENTOSAS FOSFATO 
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De estu manera, lu f'ructosu potlrfa met.:ibolizarse d tr.:ivés 

del 6-fosfogluconuto (inJucicndo por lo tanto el crecimien­

to en glucon.:ito, FígurcJ 5RJ, asf como por otra vf.:i que no 

involucruse dicho compuesto (~JI ic61 is is ) y que explicase 

la no-inducvi611 del crecimiento en fructosa ol provenir los 

c61ulus Je un medio con yluconuto. 

Dos rutds principales p~ra la asimilaci6n de gluconato 

existen en diferentes 1nicroor~1<inismos: la vfa Entner-Doudo-

roff y Id vf..J de l.:is p< .. ntosas fosf'ilto. La primera de ellas 

consiste en dos rc.:iccioncs enzimáticas a partir del 6-fos-

fogluconato (6PGA): 

(1) 6-fosfogluconato 

(2) 2-ceto, 3-ddoxi, 

6-fo~fogluconato 

6PGA dchidratasa 

--------~ 2-ceto, 3-deoxi ,6-

-H O 
2 

KOPG aldolasa 

fosfogluconato 

piruvato + 

9 I icera ldeh ido 3-P 

Lu segunda, la vfa de las pcntosas fosfato; d~semboca en la 

secuencia glicolftica mediante la producci6n de fructosa 6-

fosfato, o en el ciclo de los ác. tricarboxf I icos, a través 

del piruvato que produce (ver Figura 4). 
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111. lnducci6n de las enzimas de la vfa Entner-Doudoroff, 

A· brasilense Sp7 fue cultivada en medio lfquido suple­

mentado con NH
4

CI 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 determin6 la actividad combinada de 

ambas enzimas de la vfa mediante la formaci6n 6-fosfogluco­

nato-dependiente de piruvato en ensayos conteniendo extrac­

tos celulares de bacterias crecidas bajo las condiciones es­

pecificadas, 

Como se observa para Eschcrichia col i (36, 39), tanto 

la 6-fosfogluconato dehidrat~sa como la 2-ceto, 3-deoxi, 6-

fosfogluconato aldolasa son enzimas inducibles en~. brasi­

~ crecida en gluconato, Sin embargo, no se observ6 in­

ducci6n de la •vfa bajo ning6n otro compuesto carbonado pro­

bado (a pesar de que fructosa fue capaz de inducir el sub­

secuente crecimiento en gluconato, Figura 58), donde solo 

se detectaron niveles basales bajos de estas enzimas, Por 

el contrario, especies de Pseudoinonas (40, 41) y de B_hizo­

bium (42, 43) contlenen altos niveles de esta ~ctividad al 

crecerlas en gluconato, glucosa, fructosa y otras fuentes 

de carbono, 

El análisis de nuestras mutantes deficiente& en la u­

t i I izaci6n de una o de ambas hexosas apoyan los dat~s ante­

riores. Cepas de A· brasilense incapaces de usar fructosa 

como fuente de carbono (Fut-) crecen normalmente en gluco-

nato y poseen actividades de la vfa Entner-Doudoroff campa-
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Tabla 4, Actividades combinadas de las enzimas de la vfa 

Entner-Ooudoroff en diferentes microorganismos. a 

Sustrato 
Pseudomonas 

. b 
cepac1a 

GLUCOSA 83 

GLUCONATO 88 

FRUCTOSA 94 

GL 1 CEROL 75 

SUCCINATO 4 

ARABINOSA NO 

a, Expresado en nanomolas 

mi 1 i gramo de protefna, 

b. f~e ferenc i as 40 y 41. 

e• Referencias 42 y 43, 

d. l~eferenc i as 36 y 39. 
e. No hay crecimiento, 

f. No dctcrminad6. 

Rhizobium 

de 

e 
spp 

108 

NDf 

NO 

NO 

NO 

NO 

piruvato 

Esc!ierichia 

1
. d 

.s.2....!.. 

20 

130 

ND 

10 

10 

ND 

formado por 

Azospiril lurn 

brus í 1 ensc 

NCe 

108 

7 

5 

9 

minuto por 
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rabies a los de la cepa silvestre Sp7 (Tabla 6). Comprob~n­

dose asf, que la rnutaci6n que confiere el rcnotipo Fut no 

está i nvo 1 ucrada l-'ll 1 u us i mi 1uci6n de g 1 uconato. Esto no 

descarta la posibi 1 idud Je que alguna otra mutaci6n que im­

pida el uso de f"r·uctosil tengu la vfu del gluconato alterada 

(no cncontrumos ningunu mutante de este tipo). Mutantes in­

capaces de crecer en gluconato (Gut-) crecen en fructosa en 

1 a misma f"orma en que 1 o hace 1 a cepa si 1 vestre. 

1 V. Ni ve 1 es de 6-f'os l'og 1 uconato desh i drogenasa NAO-

depcnd i ente. 

En lil mayorfa de los org.:rnismos, la actividad de 6-fos­

fogluconato deshidrogenasa (6PGAD), por medio de la cual el 

6-fosfogluconato sufre oxidaci6n y decarboxi laci6n para for­

mar D-ribulosa 5-fosl'ato, es una reacci6n NADP-dependiente. 

Además, 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 6ltima pa­

rece jugar un papel muy importante en el catabolismo de glu­

conato, mientras que la NAOP-dependiente estarfa involucra­

da ~n proveer a la c~lula de factores reductores (NADPH) pa­

ra d¡vcrsas reacciones biosint6ticas (45). Aunado a su espe­

cificidad por piridinonucle6tidos, estas emzimas tambi6n di­

fieren ~n tama~o y susceptibi 1 idad a inhibici6n por ATP. 

E se her i chia .s2l1.. pos6e unc1 6PGA de sh i drogcnasa que a pesar 

de ser cspecf ficil para NADP, cst~ tambi6n sujeta a regula­

c i6n por NADH
2 

(46). 
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En A· brasilense solo pudimos encontrar actividad de 

6-fosfogluconato deshidrogenasa asociada a NAO. Como puede 

apreciarse de la Tabla 5, el valor máximo observado se obtu­

vo al crecer las c~lulas en gluconato. El valor tar1 bajo ob­

servado con fructosa corno sustrato carbonado sugiero que ~s­

ta no es su ruta principal de asimi laci6n. 

la actividad al probar para dependencia de NADP fue muy 

baja a pesar de que se uti !izaron mezclas de ensayo que va­

riaban desde pH 7,3 hasta 8.8. Est se hizo ya que se han re­

portado pH's 6ptimos de actividad catalftica de 7.5 y de G.0-

8.5 para las formas NAD-NADP y NADP dependientes, respectiva­

mente (45). La catividad máxima observada en~· brasilcnsc 

de 6PGA deshidrogcnasa NAO-dependiente fue a pH 8.5 . 

V. Niveles de gluconocinasa (GK) en c~fulas crecidas en 

gfuconato o fr~ctosa. 

El gluconato debe sufrir una fosforifaci6h antus de que 

pueda ser metabol izado ya sea por la vfa Entner-Dou~oroff o 

por la de. las pentosas fosfato. 

la actividad de gluconocinasa fue cuantificada mcdia11tc 

el aco~lamiento de la formaci6n de 6-fosfogluconato a I~ re­

ducción de NADP en presencia de exceso de 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa: 



Tabla 5. Actividudes espt!cff'ic.::is de 6-fosfogluconato 

deshidrogenasu ~n Azospiri 1 lum brasilense Sp7ª. 

cof actor 

SUSTl~ATO 

GLUCONATO 0.49 16.6 

FRUCTOSA 0.51 4.2 

SUCCI NATO o.so o.o 

a. Expresado en nanomolas de producto por minuto 

por miligramo de protefna. 

b. Actividad~s máximas observadas a pH 7,9. 

c. Actividades determinadas a pH 8.5 . 

29. 



GK 
g I uconato ----=,. 6-fosfogluconato 

GK = gluconocinasa 

30. 

6PGAD 
~/'~~~-,--'>~ ribulosa 5-P 

NADP ~ NADPH + H + 

6PGAD = 6-fosfogluconato deshidrogenasa 

Un ex-'.:racto celular de f. col i MX614 crecido en glucos.:i foe 

ut i 1 iza do corno fuente de 6PGAD, ya que ti ene tan so 1 o ni vc-

1 es 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~· 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 SC, sugieren que la 

fructosa puede inducir la actividad de gluconocinasa tanto 

como el gluconato mismo, lo que parece indicar que la misma 

enzima es capaz de fosfori lar ambos sustratos. 

VI. Aislamiento de mutantes involucradas en la asimila­

ci6n de fructosa y/o gluconato. 

Paru tf,,atar de com::wobur que lus rutas de asimil.:ici6n 

de fructosa y gluconato son independientes una vez trans­

currida la fosforilaci6n, decidimos aislar mutantes de tres 

diferentes tipos: 
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Tabla 6. Actividadun comparativ~s de gluconucinasa (GK), 

6-fosfogluconato dcsliidr·o~¡un,isa (6PGAD) y enzimas de la 

vfa Entner-Doudorol'r (ED).u 

Organismo sustruto 

f. col i ~IX6J .¡. glucosa 2 252 

f. col i MX6 l..J. gluconato 19 272 

fl. brasi lensc Sp7 gluconato 12 o.s 
,, 

Sp7 t'ructosa 12 o.s 
,, 

Sp7 succinato 2 o.s 
,, 

MX20'-f.6 
f 

Bluconato 12 o.s 
,, 

MX20..\.7 
f 

gluconato 11 o.s 
,, 

MX2063 
g 

fructosa 12 o.s 
,, MX2067 

g 
fructosa 12 o.s 

,, 
MX2068 ~) fructosa 11 o.s 

, a. Expresadas en nanomo 1 as de product_o por minuto por 

miligramo de protcfna. 

NDe 

ND 

108 

1 

5 

100 

98 

2 

1 

b. Extractos de Eschcrichia col i MX614 crecida en glucosa 

fueron uti 1 izados como fuente de 6PGAD. 

c. NADP fue utilizado como cofactor. 

d. Actividad combindda de ambas enzimas de la vfa ED. 

c. ND : no determinado. 

r. Mutantes de A. br..isi lcnse fonot ipo: Fut - + 
con Gut . 

Mutantes de ~· brasi lense fenotipo: + -
g. con Fut Gut • 
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l. Mutantes Fut-Gut-, las cuales debido u ur11:1 sola mu­

tación puntu.I ya no fueran capaces de cTcL·er en gluconato 

y fructosa. Dentro de el las deberfamos encontrar mutantes 

defectivas en la glucono- (fructo-) cinasa (vc)r secci6n <In­

terior). Mutantes que presc:nt.w.:rn "'mismo fenotipo Fut-Gut. 

podrfan tener el locus de muta<.;í6n en un sitio no involucr'a­

do con el que codifica para la glucono- (fructo-) cinasa, 

como pudiera ser la adeni lato ciclasa (cya-) o la protcfna 

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 ut i 1 izaran fructosa norma 1 mc .. te. 

3. Mutantes Fut o sea, que no metabol i:aran fructosa, 

pero que el gluconato sf pudiera funcionar como sustrato 6-

nico de carbono. Estas mutantes deberfan tener una vfa Entner­

Doudoroff normal al crecerlas en gluconato seg6n nuestros da­

tos de la Tabla 4. 

Todas las mutantes Fut-Gut fueron aisladas pot• su in­

capacidad de ~ti 1 izar fructosa y contraselcccionadas por su 

fa 1 ta de as im i 1aci6n de g 1 uconato. P.oster· i ormentc l'ueron 

probadas para actividad de gluconocinasa, Ante la imposihi-

1 idad de crecer dic:.as mutantes en gluconato o fructosu, l'f1 

donde puede demostrarse 1 a i nduc i b i 1 i dad de 1 a g 1 uconoc i nasa, 

las células fueron incubadas en succinato para realizar las 

determinaciones cn:imáticas. 

Solo la mutante MX2041 (Fut-Gut-) no poséc 111 siquiera 
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niveles basales de esta enzima al crecerla en succinato (Ta­

bla 7). lo mismo fue obser\"ado cuando al llegar ld cultivo 

.a SO U. Klett éste fue transferido a un medio con gluconato 

como éinica fuente de carbono, donde se incubaron las c61ulas 

hasta que 1 a cepa sí 1 vestre (que rec i b i 6 e 1 rn í smo t l'dt<llll i en­

to) alcanz6 las 200 U. Klett. Este experimento fue real i:<1do 

para permitir la entrada de gluconato a la cepa MX2041, con-

dici6n en que se induce la gluconocinasa en otros organismos 

(36). Oueda por determinar si e fcct i vamente e 1 g 1 uconato mar­

cado con 14c penetra al espacio intracelular de dicha mutan­

te (ver Discusi6n y Conclusiones). 

Mutantes cuyo fenotipo es de no-util izaci6n de fructosa 

(Fut-) o de gluconato (Gut-) también fueron sometidos a es­

tudio de la actividad de la gluconocinasa. La Tabla 6 nos 

muestra estos resultados en los que apreciamos niveles com-

parables a los de la cepa sí lvestrc. la actividad crnnbinada 

de las enzimas de la vfa Entner-Doi.:doroff en las mut.,ntcs 

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 

silvestre, 

A pesar de no conocer los loci exactos de mutaci6n de 

las cepas Fut y de las Gut-, podemos decir que la informa­

ci6n gen6tica que codofica para la glucono- (fructo-) cinasa 

no parece estar alterada. 



Tabla 7. Activid.:idus l'llll1Jhlrutiv,1s de gluconocinasa (GK) y de 

la-s enzimas de l.J vf,1 Entrwr-Doudoroff (ED) en 11· brasi lcnse 

Sp7 y en Id mut.111t<o MX20.+J (Fut-Gut-). 

CEPA susrnA ro 

Sp7 succinato 2 5 

MX2041 succinato o o 

Sp7 succinato gJuconato 
c 

3 90 ~ 

MX2041 succinato ----?> gluconato 
d o o 

a. Expresada en nanomolas de NADPH por minuto por miligramo 

de protcfnu. 

b. Expresada en nanomolas de piruvato por minuto por mili­

gramo de protefna, 

c. Las. c61ulas fueron crecidas en succinato hasta alcanzar 

80 unidades Klctt. Se lavaron con soluci6n de fosfatos 

20mM pll 6.S y se incubaron en un medio con gluconato 

hasta llegar a 200 unidades Klett de densidad 6ptica, 

d. Lus células fueron tratadas de igual manera que en el 1n-

ciso anterior. Les extractos celulares se hicieron cuando 

la cepa si lvcstrc alcanz6 las 200 unidades K ett en el me­

dio eqn gluconato. 
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DISCUSION 1 CONCLUSIONES.-

En el presente estudio hemos demostrado que una vfa 

Entner-Doudoroff funcional es especfficamente inducida en 

Azospiril lum brasilense Sp7 solo durante su crecimiento en 

gluconato. La actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa, 

encontrada bajo la misma condición de crecimiento, parecie­

ra reflejar una vfa du las pentosas fosfato operativa en la 

asimi laci6n de gluconato e indirectamente, una secuencia gl i­

co 1 ft i ca activa a truvl!s de 1 a Fructosa 6-fosfato formada du­

rante la vfa antes mencionada. Sin embargo, el hecho de no 

haber encontrudo mutantes cuya ut i 1 i zac i 6n de g 1 uconato fuese 

menor a la de la cepa silvestre parece indicar que la vfa de 

las pentosas fosfato por sr sola, no le permite a ~. ~­

~crecer adecuadamente en gluconato, pero le proporcio­

na precursores para reaccion~s biosint,ticas. 

Evidencias a favor de que nuestras mutantes Gut poseen 

al~eraciones en la información gen,tica para la vfa Entner-

Oüüdoroff, son: 

u) no-utilización de gluconato (la cepa silvestre tiene 

la vfu Entner-Doudoroff altamente inducida en dicho medio); 

b) util izaci6n de fructosa comparable a la de la cepa 

silvestre (fructosa no es metabol izada a trav's de IH vfa 

Entner-Doudoroff en esta bacteria; ver p~rrafo anterior); 

c) niveles normal~s de gluconocinasa al crecerlas en 

fructosa; 

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

Doudoroff al crecerlas en succinato (donde la Sp7 tien~ ni-
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veles basales bajos de esta actividad), 

El no haber encontrado actividad de 6-fosfogluconato 

desh i drogenasa NADP-depend i c~ntc con ninguno de 1 os comptws­

tos probados, a pesar de haber· emp 1 cado un rango de pH ruuy 

amplio en las mezclas de ensayo (pH 7,3 - 8.8), representa 

un caso singular en la 1 iteratura y sugiere, además, una 

vfa de las pentosas fosfato d6bi lmente operativa solo con 

NAO eomo cofactor, Sin embargo, no podemos descartar la po­

sibilidad de que la 6-fosfosluconato dcshidrogenasa funcio­

ne con alg6n cofactor distinto a NAO o NADP. 

Fructosa pareciera entonces estar siendo metabol izada 

a trav6s de la glic61 isis, al haber descartado las vfas de 

pentosas fosfato y de Entner-Doudoroff como rutas para su 

asimilaci6n. Esta suposici6n va en contra de lo publicado 

por Okon et al, (17), pues reportan secuencias gl icolftica 

y de pentosas fosfato poco operativas o inexistentes en 

Azospiril lum, Sin embargo, sus resultados no son totalmente 

,1,11 idos pues, a ºpesar de que 1 os extractos ce 1u1 ares ut i 1 i -

:ados no presentaron incremento alguno en la captura de o­

xígeno al usar varios az~cares y az6car-fosfatos como sus­

tratos, las c61ulas fueron siempre crecidas en malato como 

6nica fuente de carbono, por lo que no necesariamente debe 

uno esperar inducci6n de las enzimas involucradas en el 

tPansporte y/o el catabol isrno de todos los c<irbohidPatos 

probados. 

La i nducc i 6n dl' 1 cr•cc i 111 i cnto en n 1 ucorwto 1 1 evada a ca­

bo por la fructosa (Figura .58), <ip<irentemcnte involucrcJ al-



37. 

gdn paso metah61 ico previo a la furmaci6n de 6-fosfoglucondto 

y que ambos azdcurcs P<lrl•cen cornpurt ir. Lu mutante de fi. bra­

s i 1 en se MX204 l, que carcc1~ de act i vi düd dctect<ib 1 e de g I uco­

noc i nasa (Tahlu 7), sugiere que la misma enzima es responsa­

ble de l<i f'osforilaci6n de ambus hexosas, a pesar de tener 

conformaciones distintas: 

a-D-fructofuranosd D-á -gluconolactona 

Una cinasa de est.c tipo ha sido reportada por Sapico y Ander­

son para leuconostoc mesenteroides y que es capaz de fosfo­

ri lar fructosa y manosa con la misma eficiencia, a pesar de 

poseer conformaciones diferentes (48). Sera necesario puri­

ficar la enzima· responsable de I~ fosforilaci6n de glucona­

to y fructosa en Azospiri llum brasilense para comprobar si 

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

encargada de dichas actividades. 

Una explicaci6n alternativa para la falta de uti 1 iza­

ci6n de fructosa y gluconato en la mutante MX2041 podrfa re-

sidir a nivel de ~u sistema de transporte, que pudiera invo­

lucrar tambi6n la fosforila~i6n de dichos compuestos. En una 

amplia gama de organismos procariotes (471 fructosa, glucosa 

y otras hexosas son transportadas hacia e 1 i nter i OI' de 1 a 

célula por medio del Sistema de Fosfotransfer~sa fosfoenol-
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piruvato-dependiente (PTS)(Tabla 8). Dos protefnas solubles, 

la Enzima 1 y la protefna HPr inician la tra~sferencia del 

fosfato a partir del fosfocnolpiruvato y son generales para 

el transporte de todos los sustratos del sistema PTS de un 

organismo. Las Enzimas 11 y 111, asociadas a lu 111emlwanu 

citoplasmática, están encargadas de la fosforilaci6n deJ a­

zt'.ícar del cual son especfficos (Figura 6). Sin embargo, aun­

que se han reportado casos en los que la especificidad por 

el sustrato no es tan estricta, una misma Enzima 11 solo 

puede catal izar el transporte y la transfosforilaci6n de a­

z6cares de la misma conformaci6n (ej. manosa y glucosa), por 

lo que fructosa y gluconato parecen no pertenecer al mismo 

sistema PTS. La mutaci6n de la MX2041 sf podría estar afec­

tando a la Enzima 1 o a la MPr, lo que resultarfa en la no 

util izac¡6n de todos los sustratos PTS de este organismo 

(en caso de que los hubiera). 

Otra forma de explicar la mutaci6n que confiere a la 

cepa MX2041 el fenotipo Fut-Gut podría involucrar un sis­

tema de transporte independiente de fosfor i 1aci6n. La fa 1 ta 

de actividad de gluconocinasa de la MX2041 fue un resultado 

repetitivo, lo cual parece refutar esta posibilidad. Será ne­

cesario medir la entrada d~ compuestos radiactivos en 6sta y 

otras mutantes para verificar es·te aspecto. 

En Escherichia coli, que comparte un patr6n similar de 

asimi laci6n de azacares por la vfa Entner-Doudoruff con el 

de!· brasilense, el gluconato parece ser el inductor prin­

cipal de la secuencia (39). D(!bP hacerse notar que, con ni 

estudio de mutantes, Kornberg y Soutar sugieren que, bajo 
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Tabla 8. Distrihucí6n del Sistema cfo fosf'otransf'erasa (PTS) 

para el transp0rf:l· de c..irbuhidriltos en orgunismos procariotes. 

GENERO 

Azotobacter 

Bac i 1 1 us 

Bencckca 

tinci6n 
gram 

+ + 

+ 

sustrato 
PTS 

general 

general 

Clostridíurn + + fructosa, manito! 

Eschcrichia + 

Klcbsiel la + 
Lactobac i 1 1 us + + 

Lcuconostoc + 

Pseudomonas + 
Rhodoescudomonas + 

l~hodose ir i 11 um + 
Sa lmone 11 a + 
Serratia + 
Staeh;i:: 1 ()coccus + + 
Streetococcus + + 

a. (+)posesi6n del Sistema de Fosfotransferasa, 

(-)ausencia del Sistema de fosfotransfcrasa. 

general 

general 

general 

fructosa 

fructosa 

f ructosa 

general 

general 

general 

general 



Figura 6. Diagrama representativo del Sistema de Fosfot~ansferasa fosfoenolpiruvato -

dependiente para el transporte y la fosforilaci6n de carbohidratos en algunas bacterias, 

FOSFOENOLPIRUVATO ENZIMA HPr-P 

PIRUVATO ENZIMA 1-P HPr 

ENZIMA 111 

ENZIMA 111-P 

AZUCAR~P 

DENTRO FUrnA 
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ciertas condiciones, el 6-fosfogluconato (6PGA) puede fun­

cionar como el inductor de la vía Entner-Doudoroff en esa 

bacteria (39). Por otra parte, Allenza y Lessie encontraron 

que e 1 6PGA parece ser e 1 inductor de a vf a en Pseudomonas 

(40). De nuestros resultados, puede verse que la cepa si 1-

vestre de~· brasi lense es capaz de una producción muy 1 i­

mitada de inductor en medios de cultivo distintos a gluco­

nato. También, el hecho de que~· brasilensc posea una vfa 

de 1 as pentosas fosfato déb i 1 mente opcrat i va, es cons i stcn­

te con la idea de que casi nada de 6-fosfogluconato es pro­

ducido durante la asimi laci6n de compuestos distintos a glu­

conato. Estos datos, aunados a los obtenidos con la mutante 

MX2041, donde tampoco se detect6 actividad combinada de la 

vfa Entner-Doudoroff (Tabla 7), sugieren que el 6PGA es el 

inductor fisiológico en Azospiril lum brasilense. Estudios 

con gluconato radiactivo en la mutante MX2041 nos aclara­

rán este -0specto, si comprobamos que es capaz de ser trans­

portado hacia el interior de la célula. 

La figura 'l presenta el esquema metab61 ico propuesto 

par.:i la asimi laci6n de f1~uctosa y gluconato en Azospirí l lum 

brasilense. Podemos apreciar la existencia de una glucono­

(fructo-) cinasa responsable de la fosfori laci6n de ambos 

compuestos. Una vez catal izadas las reacciones anteriores, 

los compuestos fosfori lados siguen vfas catab61 icas inde­

pendientes. La fructosa 6-fosfato va a ser metabol izada por 

la secuencia gl icolftica. El 6-fosfogluconato por su pclrtc, 

posée dos vfas de mayor y menor importancia para su asimi­

laci6n. La vfa Entner-Doudoroff es la encargada de metaboli­

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



Figura 7, Esquema metab61 ico propuesto para la asimilaci6n de Fru~tosa y gluconato 

en A:ospiri 1 lum brasi tense. 

FRUCTOSA \ 

J GFK C
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1 
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~ .. 
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... 
' ' ' ' ' ' 

' 
~I 

RIBULOSA 5 - P 

. ' 
"' 

VIA DE LAS PENTOSAS 

FOSFATO ... 

Gf K = g 1 ucono- .( fructo:...) e i nasa 

.6P,GAD = 6-fosfog 1 u conato desh i drogenasa 

-.,;. 

2 - CETO, 3 - DEOXI, 

6 - FOSFOGLUCONATO 

P IRUVATO ----l..... e 1 e LO DE LOS AC. 
TRICARBOXILICOS 

EDD = 6-fosfogluconato dehidratasa 

EDA = 2-ceto, 3-deoxi, 6-fosfoglu­

cohato aldolasa 
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las pentosas l'osf"uto purccc interven ir muy poco c.:n su cuta­

bol ismo (1 fnC!dS punh,.idus). 1odüs (!Si:us rutas metab61 icus 

producen pi ruvuto, qul' h<l d(: ser cfocurhox i 1 ado antes de que 

pueda redccion.ir con el oxulo.:icetato p<1r<:1 c:ntrur di ciclo 

de 1 os tic idos tri c.:irbox f 1 i cos. 

Al término dl'.I presente trabajo, tuvimos noticia de un 

estudio real izado por E.M. Gocbel et al. del Instituto Tec­

nol6gico de Vir9inid, [.E.l!.:1. con el que se comprueban y 

cornplcrne11t<111 al9ui10s Jt• nuestros rl!sultt.!dos (49): 

a) l'unciondl iddd tf¡· l,1 vfa gl iculfticu para la as1m1-

luci6n dt> f'puctosu 1~11 /)_. br<1~ i lcnsc Sp7; 

b) inexistcnciu de 1..i vf.:i de lus pentosas fosfato en 

fruct0sd y succinato (determinada por ausencia de actividad 

de 6-fos fo~¡ 1 uconato desli i drogenasu NADP-depend i ente); 

e) no detectan actividad de las enzi:.r.1s <le lu vfa 

Entner-Doudoroff en fructosa ni en succinato (no lo deter­

minan en gluconato como sustrato); 

d) extractos 1 ibres de células crecidas en fructosa 

formaro11 fructosa !-fosfato al suplementar el medio con fos­

focnolpiruvato (PfP) indicando la existencia del Sistema du 

Fosfotransfcrasa PEP-dependicnte para el transporte y la 

fosfori laci6n de fructosa en~· brasi iense. 

La capacidad que tiene Azaspiri 1 lum brasi lense de mcta­

bol i;:.:ir Hluconato y fructos.i pudi.~P<.1 ol'reccPle algunas ven­

t<1jas. Las paredes celulares de las plantas mono- y dicoti-

1 edo1H.•t1s son r i c.:is l'll t•..irholi i dratos de e i ne-o y seis carbonos 

(SO). Es posible que l<l llllH't'tt• di~ t·f.lultis radiculares y el 

desprendi111icnto tfo célulds pl't)\"l'an o estas bacterias que so 
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asocian a la rafz y que sin capaces de mctabol izar estos a­

zócares, de sustrato abundante para su prol iferaci6n, 
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