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RESUMEN 

Hemos determinado las enzimas que participan en la degradación de le asparagina 

en Rhizobium etli y estudiado la regulación de las siguiente enzimas: asparaginasa, 

aspartasa y aspartato aminotransferasa, Los estudios sobre la regulación de la 

asparaginasa muestran que esta enzima es inducida por asparagina y reprimida por la 

fuente de carbono. Los estudios sobre la regulación de la aspartasa muestran que esta 

enzima también es inducida por asparagina y reprimida por la fuente de carbono asi como 

por amonio. El aspartato no actúa como inductor de esta enzima. Los niveles de la aspartato 

aminotransferasa fueron constitutivos. 

Hemos encontrado que en bacteroides de R. ofIi se encuentran elevadas las 

actividades do asparaginasa y aspartasa lo que sugiere que estas enzimas pueden jugar un 

papel importante en la degradación de la asparagina a esqueletos do carbono durante la 

simbiosis. 

Para conocer el papel fisiológico de la degradación de la asparagina hemos obtenido 

y caracterizado tres mutantes de R. oil que son incapaces de crecer en asparagina como 

fuente de carbono y nitrógeno y crecen bien en otras fuentes de carbono y nitrógeno. La 

mutante AHZI presenta actividad de asparaginasa, muy baja actividad de aspartasa y tiene 

pozas altas de aspartato cuando se crece en asparagina con o sin succinato, con respecto a 

la cepa silvestre. Las mutantes AHZ4 y AHZ7 presentan muy baja actividad de 

asparaginasa, y aspartasa, y tienen pozas altas de asparagina y aspartato cuando crecen 

en asparagina con o sin succinato en comparación con la cepa silvestre. Estos resultados 

nos sugieren que la mutante AHZ1 está alterada en la degradación del aspartato y que las 
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mutantes AHZ4 y AHZ7 tienen una mutación la cual altera la actividad de la asparaginasa y 

la aspartasa. La actividad residual de la asparaginasa y las pozas altas de ácido aspártico 

en las mutantes AHZ4 y AHZ7 nos sugiere la presencia de dos asparaginasas. 

Para conocer si la actividad residual de la asparaginasa en la mutante AHZ4 y AHZ7 

eran debido a otra isoenzima de la asparaginasa se determinó la termosensibilidad de la 

asparaginasa en la cepa silvestre y en nuestras mutantes. En la cepa silvestre la 

asparaginasa que se induce por su sustrato es termolábil mientras que la que se encuentra 

en las mutante3 AHZ7 es termoestable, lo que indica que las mutantes están alteradas en 

la asparaginasa termolábil y que existe otra asparaginasa que se distingue por ser 

temmestable. 

Hemos donado un fragmento de DNA que complementa tanto a la mutante AHZ1, 

como a las mutantes AHZ4 y AHZ7. El hecho de que las mutantes AHZ4 y AHZ7 están 

alteradas tanto en la actividad de la asparaginasa como en la actividad de la aspartasa, asi 

corno el hecho de que el mismo plásmido complementa a todas las mutantes AHZ nos 

sugiero que la asparaginasa y aspartasa se encuentran formando parte de un ()Perón. 

Las mutantes AHZ1, AHZ4 y AHZ.7 nodulan y fijan nitrógeno de manera similar a la 

cepa silvestre, posiblemente la otra asparaginasa encontrada y la aspartato 

aminotransferasa compensa el bloqueo en la asparaginasa y aspartasa, 
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INTRODUCCION 

En algunos microorganismos la asparagina puede ser utilizada como fuente de 

carbono y nitrógeno a través de la acción de la asparaginasa y do la aspartasa (Sun & 

Setlow, 1993). La asparaginasa cataliza la hidrólisis de asparagina a aspartato (asp) y 

amonio. La aspartasa cataliza la desaminación reversible del aspartato a fumarato (fum) y 

amonio. En Rhlzobium tneliloll se ha encontrado que la aspartato aminotransforasa participa 

en la degradación de aspartato a esqueletos de carbono. Esta enzima cataliza la 

transaminación reversible entre aspartato y 2- oxoglutarato a oxalacetato y glutamato. En 

Eschorichia coli la síntesis de asparagina puede ser catalizada por dos enzimas: la 

asparagino sintetasa 1, que sintetiza asparagina a partir de aspartato, ATP y amonio y la 

asparagino sintetasa II que sintetiza asparagina a partir de aspartato, ATP y glutamina 

(Humbert & Simoni 1980). 

Asparaginesa 

asn + H20 	 r 	asp + NH: 

Aspartasa 

asp +1120 	 fum + NH41  

Aspartato aminotransferasa 

asp + 2 oxogiutarato 	 e 	glu + oxalacetato 

Asparagino sintetasa 

asp + NH4+  + ATP 	 asn + ADP + Pi 

Asparagino sintetasa 

asp + gin+ ATP 	asn + glu + AMP + PPi 
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AsparagInass 

El estudio de la asparaginasa en diferentes microorganismos ha sido motivo de gran 

atención por su alto potencial chico. La asparaginasa es utilizada corno tratamiento de la 

leucemia linfoblástica aguda, (8roome, 1967; Cedar & Schwartz, 1987; Wado, 1980). La 

actividad antineoplásica resulta de la depleción de los depósitos de asparagina de la 

circulación sanguinea por la asparaginasa, ya que las células cancerosas requieren de este 

aminoácido para crecer. Esta enzima inhibe el 98% de la proliferación de linfocitos (Chuang, 

1990). A pesar de la amplia distribución de las asparaginasas, solamente las enzimas de 

tres microorganismos han sido estudiadas para este fin, la de E, <mil, Envinia carolovora y 

Profeus vulgans. (Howard, J & Carpenter, F 1972; Sinha ot al., 1991; Cedar & Schwartz, 

1987). La asparaginasa de E. camtovora también es farinacologicamente activa y posee 

diferente especificidad inmunológica (Sascomb, 1976) por lo que no produce una reacción 

cruzada con la enzima de E. coli y por eso ha sido usada en pacientes que han desarrollado 

hipersensibilidad a la asparaginasa de E. coli (Asselin et al., 1993). 

La actividad de la asparaginasa se ha estudiado tanto en microorganismos Gram 

positivos como Gram negativos. Entre estos últimos se ha encontrado que E. con tiene dos 

asparaginasas (Cedar & Schwartz, 1967). Le asparaginasa 1 se localiza en el citoplasma, es 

producida constitutivamente, tiene una baja afinidad por su sustrato, es termosensible y se 

inhibe con 5 diazo 4 oxo 2 norvatine (DONV) (Del Casale, 1963; Chesney, 1965; Jeristrom 

et al., 1989; Willls & Woolfolk, 1974), La asparaginasa II se encuentra en el periplasma, 

tiene una alta afinidad por su sustrato, se regula positivamente por anaeroblosis a través del 

producto del gene lar y es dependiente de la proteína aceptora de cAMP (CAP) (Cedar 

Schwartz, 1987; Chesney, 1983; Jerlstróm et al., 1987; Rusell & Yamasaki, 1978; Jennings 

& Seachman, 1993). Se ha secuencíado el gene ansA que codifica para la asparaginasa y 
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ha sido purificada esta enzima (Ho, 1970). El gene ansB, que codifica para la asparaginasa 

II ha sido donado y secuenciado (Bonthrun, 1990). Se ha purificado (Harms ef al., 1991), y 

so ha determinado la estructura cuaternaria de esta última proteína (Swain et at, 1993). 

En Salmonella enlodo, que es un organismo muy relacionado a E. coli, la 

asparaginasa II se regula por la proteína acoptora de cAMP y por anaerobiosis. El gene 

alma de S, enterca fue donado y la región del promotor secuenciada (Jenníngs & 

Beachman, 1993). La comparación do las secuencias de este microorganismo y de E. coli 

reveló que los elementos regulatorios del promotor de ansB de E. coli están altamente 

conservados en S. ente» ca. Sin embargo, la expresión del gene ansB de E. coli y S. 

enterica es fundamentalmente diferente con respecto a los mecanismos de regulación por 

oxigeno; el gene de E. coll es dependiente del activador transcripcional FNR, mientras que 

en S. entena es esencialmente Independiente (Jennings et al., 1993). La comparación de 

las regiones de los promotores de estos genes mostró un sitio único de inicio de 

transcripción y dos sitios regulatorios. En E. coli se conoce que la proteína FNR se uno hacia 

abajo del sitio FNR para iniciar la transcripción a bajos niveles. Estos niveles se ven 

aumentados cuando CRP se une al sitio de union CF (sitio hibrido CRP-FNR) resultando una 

regulación co dependiente por CRP y FNR (Jennings & Beachman, 1993; Jennings ef 

1993). Los mecanismos do regulación por oxigeno del gene ansB en S. enterica todavía no 

se aclaran totalmente. Una posibilidad podría ser debida a los cambios de super-

enrollamiento del DNA (Higgins et al., 1990), tales cambios quizá alteren la estructura del 

complejo cAMP-CRP que es requerido para la transcripción. Otra posibilidad podrían ser las 

variaciones en la concentración de cAMP durante el crecimiento anaeróbico (Unden & 

Dudiene, 1987), Aún no se conoce exactamente el papel de la asparaginasa 11 en E. con y 
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S. entatica, sin embargo se sugiere que la utilización de la asparagina provee fumarato 

como último aceptor de electrones durante la respiración anaeróbica (Jennings et al., 1993). 

Los estudios sobre la regulación de la asparaginasa en Eiwinia chtysanthemi Indican 

que la síntesis de esta proteína es reprimida por glucosa y glicerol. Su actividad no es 

alterada por ninguna fuente de nitrógeno, aún aspartato (Callow et al„ 1971; Gilbert et al., 

1986); la forma activa de esta enzima es un enmaro (Millar el al., 1993). 

En Vibrio pmteus la asparaginasa es inducida por su sustrato y se regula por la 

presencia de oxigeno y de lactato en el medio de cultivo (Sinha et al., 1991). En Serrana 

marcescens la asparaginasa se induce por su sustrato asparagina (Khan et al., 1970) 

mientras que Pseudomonas sp. requiere de asparagina y aspártico bajo condiciones 

aeróbicas para que se induzca esta enzima (Nikolaev et al., 1969). 

En Bacillus sp. que es un microorganismo Gram positivo, la asparaginasa está sujeta 

a represión catabólica por nitrógeno y tiene baja afinidad por su sustrato (55 mM), En esta 

bacteria no hay evidencias do un sistema global de regulación de nitrógeno análogo al 

sistema Ntr que se encuentra en bacterias Gram negativas (Atkinson et al., 1991; 

Sonenshein, 1989). Se ha encontrado que en Bacillus subtilis los genes de la asparaginasa 

y de la aspartasa se encuentran en un operón; esto no es sorprendente puesto que existe 

una relación funcional ya que el producto de la asparaginasa es el sustrato de la aspartasa. 

La transcripción de los genes ansA y ans8 como parte de un operón debo de facilitar la 

coordinación de las dos actividades y así lograr un balance entre los niveles de aspartato y 

asparagina en la bacteria para utilizar la asparagina como fuente de carbono (Dongxu & 

Setlow, 1991). Sin embargo en E. coli los genes ansA, ansB y aspA los cuales codifican 

para asparaginasa 1, asparaginasa II y aspartasa respectivamente están localizados en 

clstrones separados (dennings et at, 1990, Jaristrlim et al., 1989). Parece que B. subtills 
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tiene solamente una asparaginasa, ya que no puede detectarse actividad de asparaginasa 

en cepas con el gene ansA interrumpido y estas mutantes no pueden crecer en asparagina 

como única fuente de nitrógeno (Dongxu & Setlow, 1991). En Staphylococcus auious la 

asparaginasa se regula por cAMP (Rozalska & Mikucki, 1992; Resnick & Magasanik, 1976; 

Sobis & Mikucki, 1991). 

Aspartasa 

La aspartasa es utilizada industrialmente para sintetizar aspartato a apartir de 

fumarato y amonio. El aspartato es ampliamente utilizado en la industria farrnaceútica y 

alimenticia, es utilizado para sintetizar aspartamen el cual es un dipóptido: 1.-aspartil L-fenil-

alanina metil estar, con propiedades dulcolantes bajo en calorias, El aspartamen es cerca de 

200 veces más dulce que la sacarosa (Cheetham, 1985; Towari, 1990). 

La aspartasa de E. coli está compuesta de 4 subunidades idénticas con un peso 

molecular de 52,224 (Takagi, 19135; Tokushige, 1985), de manera Interesante el aspartato 

actúa no solamente como un sustrato, sino también actúa como un activador de la enzima. 

La reacción de aminación de fumarato os acelerada por la adición de aspartato (Karsten & 

Viola, 1991). El aspartato parece tener una alta afinidad por el sitio activador, el cual es 

diferente del sitio catalítico, y la activación solamente se observa en un pti alcalino (Karsten 

& Viola, 1991). También se ha demostrado que la actividad de la aspartasa a un pl., alto 

requiere del activador (aspartato) y un co-factor (Mg2') para que sea plenamente activada y 

a un pli bajo es insensible a estos °factores (Karsten & Viola, 1991). La aspartasa es 

regulada por la proteína receptora de cAMP y por anaerobiosis por la via del producto del 

gene fnr (Jeristrom el al., 1987). El gene aspA que codifica a la aspartasa de E. coli ha sido 

donado y secuenciado, codifica a una proteína de 477 aminoácidos (Takagi et a!,,1985). 
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La aspartasa de Pseudomonas fluoroscens es nutricionalmente inducida por 

casaminoácidos y su actividad casi 110 se ve afectada cuando se crece en glucosa 

(Miyamoto & Katsuki, 1992). El gene de la aspartasa aspA de P. lluotescons ha sido donado 

y secuencia do (Takagi ot al,, 1904), esta enzima tiene cuatro subunidados idénticas con un 

peso molecular de 50,859. La aspartasa de P. fluorescens tiene propiedades cinéticas 

similares a la enzima de E. coli y también es activada por el aspartato (Tokushige, 1985). 

Ambas enzimas tienen un sitio catalítico y mecanismos regulatorios similares, la secuencia 

de aminoácidos de la aspartasa de este microorganismo presenta un 56.3% de similitud con 

la enzima de E. coli (Takagi et al., 1985). En P. liuoroscens se sabe que la aspartasa 

funciona en ambas direcciones dependiendo de las condiciones de las dos glutamato 

deshidrogenasas (Tokushige ot al., 1979). 

Aspartato Aminotransferasa 

So ha reportado una mutante de R. maillot! alterada en la actividad de la aspartato 

mino transferasa incapaz de crecer en aspartato y capaz de crecer bien en diferentes 

fuentes de carbono y nitrógeno. Su mutación como consecuencia causa la incapacidad de 

fijar nitrógeno en los nódulos formados en alfalfa, lo que nos sugiere que el aspartato es un 

sustrato esencial para la bacteria durante la simbiosis. So ha demostrado que en R. meliloti 

el aspartato al igual que el succinato, fumarato y malato requiere del sistema de transporte 

de los ácidos dicarboxilicos para ser transportados. En esta mutante se encontró que su 

sistema de transporte era normal y que estaba alterada en la actividad de la aspartato 

aminotransforasa (Rastogi & Watson, 1991; Watson & Rastogi, 1993). 

En R. maillot! se han donado y secuenciado dos genes que codifican para la 

aspartato aminotransferasa, conocidos como los genes aa (A y tatA (Watson & Rastogi, 
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1993; Gantt, J., et al., 1992). La secuencia del gene talA, reveló quo codifica para una 

proteína homóloga a una aminotransforasa aromática de E. coli y a la mayoría de las 

aspartato aminotransferasas conocidas, La secuencia del gene aatA reveló dos ORF (Open 

Reading Frame, marco de lectura abierta) y ninguno de los cuales codificaba una enzima 

con homologia típica de las aspartato aminotransferasa. Se realizó una Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR) para obtener una secuencia candidata subclonada. El fragmento 

donado complementó la alteración del catabolismo del aspartato y la fijación do nitrógeno 

original de la mutante. Esto demuestra que codifica para una aspartato aminotransferasa 

con las propiedades esperadas. El análisis de la secuencia muestra que el producto del aat 

tiene homología con la aspartato aminotransferasa para una bacteria termoacidofílicas, la 

Sulfolobus solfataricus y para una enzima similar en una especie termofilica de Bacillus y de 

la tirosina aminotransferasa eucariotica, El DNA homólogo al gene aatA se ha encontrado 

presente en Agtobacterium tutnefaciens y otras rhizobia pero no en Klebsiella pneumoniae ó 

E. coli (Watson & Rastogi 1993), 

En Saccharomyces cenayisiae se ha reportado la secuencia de la asparato amino-

transferasa. La secuencia de la enzima de esta levadura y la de E. coli han sido 

determinadas y parecen estar igualmente relacionadas con aquellas enzimas citosólicas y 

mitocondriales de los eucariotes en un 40 9'o de similitud, sin embargo estas isoenzirnas son 

muy diferentes a las aspartato aminotransferasas de las bacterias terrnoacidofílicas (Cronin 

et al., 1991). 
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Asparagino SIntetasa 

El gene de la asparagino sintetasa ha sido donado do una gran variedad de 

organismos: bacterias, plantas, hongos y también la asparagino sintetasa del hombre 

(Humbert & Simoni, 1980; Ta et al., 1989; Scofield et al., 1990). 

En E. coli se han encontrado dos asparagino sintetasas, en donde los genes que 

codifican para la asparagino sintetasa (asnA dependiente de amonio y asna dependiente de 

glutamina) están localizados en dos diferentes sitios del cromosoma. El producto del gene 

asnA tiene una alta afinidad por el amonio, y el producto del gene asna es capaz de utilizar 

glutamina o amonio como un donador de nitrógeno. También se distinguen por que el 

producto del gene asna la asparagino sintetasa II os más lábil a temperaturas bajas y tiene 

mayor estabilidad a altas temperaturas y el producto del gene asnA, la asparagino sintetasa 

I es termoestable e 37°C pero a 45°C se inactiva en menos de un minuto. Ambas asparagino 

sintetasas utilizan aspartato y ATP como sustratos (Cedar & Schwartz, 1989 a, b; Humbert & 

&mon', 1980). 

Se ha estudiado la asparagino sintetasa en los nódulos de altafa, la cual se localiza 

en el citoplasma. La actividad de la asparagino sintetasa aumenta en paralelo con la 

glutamina sintetasa y la cantidad de nitrógeno orgánico en los nódulos durante su desarrollo. 

Los máximos niveles de esta enzima se encontraron a las tres semanas siguientes de la 

Inoculación con R. moliloti (Ta et al., 1989). En los nódulos de ludnus se ha encontrado que 

la actividad de asparagino sintetasa de la planta se Induce durante el desarrollo del nódulo, 

en el xilema de lupinus el aminoácido más abundante es la asparagina y este aminoácido 

aumenta durante la fijación de nitrógeno y en los bacteroides de Rhizobium lupini se 

encuentra elevada la actividad de la asparaginasa (Scott, D.B., 1979). 
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Simbiosis Rh/zoteurreLeguminosas 

El continuo agotamiento do las fuentes de nitrógeno del suelo, y el aumento en la 

demanda de alimentos ha propiciado el uso creciente de fertilizantes químicos, lo cual 

presenta varios Inconvenientes tanto económicos corno ecológicos (Deiwicho, 1970; 

Delwiche, 1981), por lo que existe un gran interés en concentrar la atención en el estudio de 

la fijación biológica de nitrógeno como una alternativa para el incremento y meoramiento de 

la producción agricola, con menores costos y problemas de contaminación. 

Las bacterias del género Rhízobium fijan nitrógeno en simbiosis con las leguminosas. 

Durante la simbiosis, la planta suple de productos fotosintéticos a los bacteroídes, que son 

utilizados para obtener energía y reducir el nitrógeno atmosférico. El amonio producido es 

liberado por los bacteroides y utilizado por la planta. La fijación de nitrógeno por Rhízobium 

se lleva a cabo en los nódulos que se forman en la raíz de la leguminosa. En esto proceso 

Rhizoblum es quimiotacticamente atraído hacia las raíces de la planta, debido 

probablemente a compuestos específicos producidos por la planta. La planta libera ciertas 

sustancias llamadas flavonoides que inducen a que el producto de los genes nod participan 

en la síntesis de un compuesto que provoca que los pelos de la raíz se enrollen (Bergman et 

al., 1988; Caetano•Anoiles, 1988). Al interaccionar con la superficie de la raíz, la bacteria 

altera el crecimiento de las raíces, de tal manera que éstas crecen deformes e incluso en 

espiral (Yao et al 1969; Dazzo & Gerdiol, 1984); mientras esto pasa, las células de la corteza 

de la raíz bajo la epidermis empiezan a dividirse (Libbenga & Haikes, 1973; Newcomb, 

1981). Las bacterias atrapadas en el espiral do los pelos de la raiz o entre los pelos de la 

raíz y otra célula, proliferan y empiezan a infectar las células superficiales de la planta, 

(Libbenga & Harkes, 1973; Newcomb, 1981; Callaban, & Torrey, 1981). Mientras tanto, las 

células de la planta invadida son estimuladas a producir una envoltura de pared celular 
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llamada hilo de infección". La división de las células de la raíz establecen el cuerpo del 

nódulo, los hilos do infección se ramifican y penetran algunas células del nódulo. Las 

bacterias son liberadas al citoplasma de las células de la raíz y envueltas en la membrana 

plasmática de la planta (Robertson el al., 1978), las bacterias se diferencian a bacteroides y 

empieza la fijación do nitrogeno y el intercambio metabólico (Sutton et al., 1981; Vena & 

Long, 19133). La planta suple de productos fotosintéticos a los bacteroides que los utilizan 

para obtener energía y reducir el nitrógeno. El amonio producido por los bacteroides es 

liberado y utilizado por la planta. 

La nitrogenasa es el complejo enzimático que catalina la reducción de nitrógeno 

atmosférico a amonlo. Para que la fijación de nitrógeno se lleve a cabo es necesaria la 

expresión de los genes de fijación de nitrógeno nif y fix (Schetgens et al., 1987; Earl et al., 

1987), 

El producto final de la fijación de nitrógeno es amonio, existen varias evidencias que 

indican que la asimilación de amonlo se lleva a cabo principalmente por la planta. Asi, las 

actividades de las enzimas de asimilación de amonio son bajas en el bacteroide, mientras 

que en el citoplasma de la planta estas actividades son muy altas (Brown & Dilworth 1975). 

Durante la interacción rhizobium-legumincsa se establece una cooperación 

metabólica, en la cual el bacteroide reduce nitrógeno molecular a arnonio y lo exporta a la 

planta mientras que la planta provee de compuestos de carbono al bactorolde. 

La naturaleza de la fuente de carbono que proporciona la planta a los bacteroides 

durante la simbiosis ha sido una de las mayores preguntas en la investigación en este 

campo, debido a que el abastecimiento de la fuente de carbono limita la fijación de 

nitrógeno. Originalmente se propuso quo estos compuestos eran azúcares, pero éstos no 

son transportados ni oxidados por los bacteroides (Dilworth & Glenn, 1984). Los ácidos 

dicarboxilicos succinato, fumarato y malato han sido considerados la fuente principal de 
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carbono y energía que le proporciona la planta a los bacteroides (Dilworth & Glonn, 1984; 

Stowers, M., 1985). Así, las enzimas requeridas para la función del ciclo de los ácidos 

tricarboxillcos son necesarias para el metabolismo de los bacteroides que fijan nitrógeno 

(Gardiol et al., 1982). 

Las mutantes en el gene dctA, que codifica la proteina estructural para el transporte 

de los ácidos dicarboxilicos encontrada en la membrana, causa la formación de nódulos que 

son incapaces do fijar nitrógeno, demostrando que los ácidos dicarboxilicos son un sustrato 

esencial para la bacteria durante la simbiosis (Ronson, C.W., et a/ 1984). Cepas mutadas en 

dctB y dctD, que son genes regulatorios que controlan la inducción del gene deJA, tienen 

una capacidad parcial de fijar nitrógeno, a pesar de su incapacidad para transportar los 

ácidos dicarboxilicos en vida libro. Esto todavia no está claro aunque es posible que otros 

genes diferentes de dct8 y dctD puedan servir para inducir dctA en el estado simbiótico 

(Watson, 1990; Yarosh et al., 1989; Anuas et al., 1985; Finan et al.,, 1983; Ronson et al., 

1984; Ronson et al., 1981). 

Existen evidencias de que los aminoácidos puede tener un papel importante como 

fuente de carbono y energía para la fijación de nitrógeno (Kahn et a/., 1983; O'Gara, 1976; 

Tubb, 1976; Salminen & Streeter, 1987). Como ya se mencionó anteriormente se ha aislado 

una mutante en R. meliloti incapaz de crecer en aspartato como fuente de carbono y 

nitrógeno que presenta una disminución en la actividad de aspartato aminotransferasa y no 

fija nitrógeno. La concentración de aspartato aminotransferasa se encuentra alta tanto en la 

planta como en el nódulo, en relación con aquellas enzimas necesarias para la asimilación 

de amonio. Aunque la aspartato aminotransferasa se considera generalmente importante en 

la conversión del amonio producido por la fijación de nitrógeno a asparagina para ser 

transportado al resto de la planta (Vence & Heichel, 1991), se ha propuesto que uno da los 
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papeles de esta onzima en los nódulos de la planta podría ser producir aspartato para el 

catabolismo de la bacteria (Allano & Kahn, 1993). Este catabolismo podria ser por una vía 

directa o por una vía más compleja corno el intercambio entre malato•aspartato encontrado 

en las mitocondrias (Appels & Haakor, 1991; Kahn et al., 1983). 

Se ha encontrado que la asparagina aporta el 30% y 70% del nitrógeno orgánico 

soluble total en la raiz y en el tejido de los nódulos respectivamente; Es uno de los 

compuestos utilizados por la planta para transportar el nitrógeno de las raíces a las hojas. 

Se ha mostrado que en los nódulos de lupinus, la actividad do asparagino sintetasa de la 

planta se induce durante el desarrollo del nódulo mientras que la actividad de la 

asparaginasa de la planta disminuye (Scott, 1979). En el xilema el aminoácido más 

abundante es la asparagina y aumenta durante la fijación de nitrógeno. 

Nosotros estamos interesados en conocer como se regula la concentración 

intracelular de los aminoácidos. En R. Off se ha demostrado que la concentración de la 

glutamina intracelular os el resultado de su síntesis y degradación (Durán & Calderón 1995). 

Estamos interesados en estudiar en R. etli la degradación de ia asparagina. SI la 

concentración intracelular de este aminoácido es regulada tanto por su síntesis como por su 

degradación. También estamos interesados en conocer el papel de la degradación do la 

asparagina en R. elli durante la simbiosis ya que estudios previos realizados con esta 

bacteria muestran que la actividad de la asparaginasa se encuentra elevada en los 

bacteroides y que R. &II crece optimamente en asparagina como fuente de carbono y 

nitrógeno y no crece en aspartato como fuente de carbono y nitrógeno. 

Para conocer el papel de la degradación de la asparagina en R. <Mi hemos 

determinado las enzimas que pueden participar en su degradación y estudiado su 
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regulación. Además hemos aislado y caracterizado mutantes do Rhizobium etli alteradas en 

la degradación de la asparagina. 
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OBJETIVO GENERAL 

Conocer las vías quo participan en la degradación de la asparagina, su regulación 

y su función en Rhizobium di en vida libre yen simbiosis con Phaseoius vulgatis, así 

como su relación con la fijación de nitrógeno. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1, Determinar las enzimas que participan en la degradación de la asparagina en 

Rhizobium etli. 

2. Conocer la regulación de las enzimas que participan en la degradación de la 

asparagina en Rhizobium 

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

4. Clonar el gene do la asparaginasa y aspartasa. 
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MÉTODOS 

CEPAS Y PLASMIDOS 

Se utilizó la cepa silvestre de Rhizobium etli, cepa CE-3 derivada de CFN42 

previamente clasificada como Rhizobium /egurninosamm bv, phaseoli, (Segovia et al., 1993), 

resistente a ácido nalidixico (nal) y estreptomicina (sm). 

La cepa de Escheechia coi/ S•17 que lleva la región de los genes Ira del plásmido 

RP4 integrado en el cromosoma y el vector suicida pSUP5011 que lleva el Tn5-mob y da 

resistencia a estreptomicina y kanamicina (Km) (Símon, R, et al. 1985). 

Se utilizó el plásmido pRK2073 que lleva la región de los ganes ha y da resistencia a 

espectinomicina (sp) (Flgurski & Helinski 1979; Ditta G, et al., 1980). 

CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

Los medios de cultivo se inocularon con la cepa silvestre a 0.05 D.O., previamente 

crecida durante 16 h en medio rico liquido de PY (Extracto de levadura 0.3%, peptona de 

caseína 0.5%, cloruro de calcio 7 mM) a 200 revoluciones por minuto (rpm) y a 300C. Los 

medios mínimos (MM) contienen fosfato de potasio dibásico 1.2 mM, sulfato de magnesio 

0.4mM, CaCl2 a 1.5 mM, FeCI3  0.003 mM y se suplementaron con las diferentes fuentes de 

carbono y do nitrógeno a una concentración do 10 mM, excepto en el caso del glicerol, el 

cual se utilizó al 2%. El crecimiento se determinó por la densidad óptica a 540 nm y por 

proteína, la cual se determinó por el método de Lowry (Lowry et al, 1951). 

Para los experimentos de limitación de oxígeno, en matracas de 500 ml, con 250 ml 

de medio de cultivo se inocula con la cepa se desplaza el oxigeno del medio de cultivo con 
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nitrógeno, burbujeando directamente el medio por 2 minutos, posteriormente se desplaza el 

oxigeno de la atmosfera del matraz durante 10 minutos, y se inyecta 14,3 ml de aire para 

dejar una atmosfera de 1% de oxígeno. Se tapa con un tapón de hule y se dejaron crecer 

durante 18 hr. 

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CELULARES 

Los extractos celulares se prepararon a partir de 250 ml de medio los cuales so 

centrifugaron 10 minutos a 10 Krpm, el sobrenadante so decantó y la pastilla celular se lavó 

con 200 ml de agua fria y se centrifugó nuevamente a 10 Krpm durante 10 minutos a 4°C. 

La pastilla se resuspendió en 800 II de amortiguador de extracción en el caso do la 

actividad de la asparaginasa y cuando se determinaron las actividades de aspartasa, 

fumarasa y aspartato aminotransferasa en 2 ml. El amortiguador utilizado depende de la 

actividad enzimática a determinar. El amortiguador de extracción y de reacción para 

determinar la actividad de la asparaginasa, aspartato aminotransferasa y fumarasa fue 

KH2PO4  0.1 M a pH 7.8, El amortiguador de extracción para determinar la aspartasa fue 

KH2PO4  0.05 M, KCI 0.1M, EDTA 1 mM, Mercapto etanol 5 mM, a pH 8.0 y el amortiguador 

de reacción de la aspartasa fue Tris HCI a 0.5M, a pH 8.8. Las células se rompieron 

sonicando la suspensión de células durante 4 minutos, en un sonicador ultrasónico 

(Soniprep 150). Posteriormente se centrifugaron 2 minutos en microcentrifuga, el 

sobrenadante se decantó y se dejó en hielo, para determinar la actividad enzimática 

correspondiente. 
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA 

La actividad de la asparaginasa se determinó a travós de medir los productos do 

reacción. 

El amonio so determinó colorimétricamente. La determinación de amonio so realizó 

con 50µ1 de extracto más 200µI de la mezcla (125 al de asparagina 20 mM a pH 7.0, 75 µI 

de amortiguador KH2PO4  0.1M a pH 7,6), incubándose a 37°C por 0, 15, 30, 60 y 120 

minutos, parando la reacción con 250 µI de una solución de ácido tricloroacético (TCA) al 

1.5%, se centrifugó 2 minutos en microfuga a 12 Krpm y se decantó. Se tomaron 20µI del 

sobrenadante, al cual se lo adicionaron 180µI de agua, más un ml de la solución 1 (Fenol al 

0.10 M y nitroprusiato de Sodio 0.05 M) y 1 ml de solución II (hidróxido de sodio 0.12 M e 

hipoclorito de sodio 0.42 gil), se agitó, so dejó reposar por una hora y se leyó la densidad 

óptica a 625nrn (Chaney et al., 1962; Osorio el aL,1993). 

El aspartato se determinó por cromatografia liquida de alta presión en un Gold Liquid 

Chromatographic system 13eckman y usando como detector un fluorómetro Gilson (modelo 

121). Una vez obtenido el extracto para medir la actividad de la asparaginasa la reacción so 

efectúa con 200 µI de extracto celular y 800 µI do la mezcla (500 µI do asparagina a 20 mM 

pH 7.0, más 300 al de KH2P04 0.1M a pH 7.6) incubando a 37°C a los tiempos 0, 30, 60 y 

120 minutos, la reacción se detuvo la reacción con 5 ml de etanol al 80%, Para la 

determinación de aspartato se calentó a 90°C durante 10 minutos. Los extractos celulares 

se centrifugaron 10 minutos a 10 Krpm, el sobrenadante fue liofilizado y resuspendido en 

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

La actividad de la aspartasa se determinó a través de medir los productos de la 

reacción. 

La producción de fumarato se determinó espectrofotometricamente a 240 nm. 

La mezcla de reacción fue preparada con 200 µI de amortiguador de reacción 

Tris.HCI 0.5M a pH 8.13, 20 al de MgC12  0.1 M, 200 Id de aspartato 0.5M a pH 7.0, se aforó a 

1 ml con agua y se agregaron 25 µ.I del extracto celular. La cinética os iniciada a 

temperatura ambiente por la adición del extracto celular (Tokushige, 1985). 

La determinación de amonio de la actividad de la aspartasa se realizó con 50 II de 

extracto celular más 200 µI de la mezcla (125 µI de aspartato 0.5M a pH 7 más 75 µ.1 de 

amortiguador fosfato de potasio monobásico a pH 8.8). En la segunda reacción, en la 

formación de color se diluyó 10 veces el extracto de la primera reacción. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARTATO 
AMINOTRANSFERASA 

Los extractos celulares se prepararon como se mencionó anteriormente, se 

centrifugaron dos minutos en microcentrifuga y se dializaron durante 24 h en amortiguador 

de extracción más 0.01mM de 5' fosfato de piridoxal a 4°C. La formación de oxalacetato fue 

determinada espectrofotométricamente a 340 nm. La mezcla de reacción se lleva a cabo en 

un volumen total de 1 mi conteniendo 100 id de Tris-HC11.0 M a pH 7.6, 500 01 de Asp 0.5 

M a pH 7, 100 µI de NADH 3.0 mM, 50 µl do Vfosfato de plridoxal 2 mM, 50 µI 2 oxoglutarato 

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

R. & Harder, M. 1987) 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FUMARASA 

Los extractos celulares fueron preparados como se mencionó anteriormente y el 

homogenado se centrifugó 2 minutos en microcentrifuga. La determinación de fumarato se 

realizó con 70 µI do extracto celular, 35 µI de L-malato 0.8M a pH 7.5, 500 µI de 

amortiguador de reacción. La reacción se inicia en cuanto so le adiciona el extracto. La 

formación de fumarato fue determinada espectrofotometricamente a 240 nm (Stift, 1984). 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINO 
SINTETASA 

Se determinó la actividad de la glutamino sintetasa como control negativo fue 

ensayada con extractos preparados como se describió anteriormente con amortiguador de 

extracción do hidrocloruro de imidazol 10 mM, más EDTA 0.05 rnM a pH 7 como se describió 

anteriormente. La glutamino sintetasa se determinó como la describe Bender est al., 1977. 

DETERMINACION DE LAS POZAS DE AMINOACIDOS DE R. en, 

En matracas con 250 ml de medio mínimo suplementados con asparagina, 

asparagina más succinato o amonio más succinato, se inocularon con la cepa silvestre a 

una densidad óptica do 0.1 a 540 nm y se agitaron a 200 rpm a 30°C durante 5 h. Las 

mutantes so inocularon a 0.5 de D.O. a 540nm en la condición de asparagina como fuente 

de carbono y nitrógeno. 
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A las 5 h do crecimiento se tomó una muestra para leer la densidad óptica y 

determinar proteína. Se centrifugó a 10 Krpm durante 10 minutos a 4°C. So lavó la pastilla 

con agua fría, después se centrifugó 10 minutos a 10 Krprn, se decantó, y se resuspendió la 

pastilla en 5 ml do etanol al 80%, se calentó por 10 minutos a 90°C, se centrifugó 10 minutos 

a 10 Krpm y el sobrenadante se liofilizó. Los aminoácidos se determinaron por cromalografía 

líquida. 

MUTAGENESIS CON EL TRANSPOSON Tn5 

Los transposones (1'n) son herramientas muy útiles para obtener mutantes en 

microorganismos. Su utilidad está basada en una serie de caracterisiticas: a) Los 

transposonos usualmente inactivan el gene donde so insertaron. b) Los Tn llevan 

marcadores genéticos, tales como resistencia a antibióticos, los cuales generalmente 

facilitan el mapeo genético, asi como la transducción o la donación de las regiones 

mutadas. c) Las mutaciones que producen son generalmente polares y revierten a muy baja 

frecuencia (De Bruijn & Lupski, 1984) 

Nosotros utilizamos el Tn5-mob que es particularmente útil para la mutagénesis en 

Rhizobium ya que se inserta al azar, tiene el sitio mob por lo cual es movilizable y confiere 

resistencia a los antibióticos Kanamicina (Km), Neomicina (Neo) y Estreptomicina (Sm). 

Para realizar la mutagenesis se utilizó la cepa S-17 de E. coli y la cepa de R. efli CE-

3. Se mezclaron la cepa de R. di previamente lavada con agua para eliminar el exceso de 

exopolisacáridos y la cepa S-17 de E. coli, se agitaron perfectamente en el vortex, y se 

centrifugaron por un minuto, se decantó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 100 

µI de medio rico. Se siembra en una caja de PY sólido y se dejó crecer durante 24 h a 30°C. 

De la cruza, se hizo una suspensión y so platearon en cajas con PY nalidixico 20 µg/m1 y 
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kanamicina 30 µg/m1 para obtener colonias aisladas, estas se recolectaron en medio de PY 

para obtener un almacén de mutantes de 12. etli que se guardó en alicuotas de 1 ml con 88 

µI de DMSO a -70°C. 

ENRIQUECIMIENTO DE LAS MUTANTES CON AMPICILINA 

En un cultivo de crecimiento de bacterias el cual ha sido previamente mutagenizado 

con Tn5. Se crece a las células en un medio sintético el cual no permite que las células 

mutadas crezcan, la adición de ampicilina mata selectivamente a las células no mutadas 

interfiriendo en la síntesis de la pared celular. 

Del almacen de mutantes se crece a las células en un medio mínimo suplementado 

con asparagina y con 200 irghnl ampicilina. En matraces con 100 ml de medio minimo 

suplementados con asparagina, con y sin biotina, se inoculó a 0.3 D.O. la cepa silvestre con 

el Tn5 insertado; el medio debe contener los antibióticos correspondientes (nalidíxico 20 

µg/ml, kanamicina 30 µg/m1 y ampicilina 200 µg/ml). El cultivo se dejó crecer 48 h 

resuspendlendo en medio fresco cada 12 h. Se cosecharon las células por centrifugación, 

so resuspendleron en 5 ml de PY, se almacenaron en allcuotas con DMSO a -70 °C 

DETERMINACION DEL FENOTIPO SIMBIOTICO 

Para observar el comportamiento de las cepas de R. elli durante la simbiosis con 

Phaseolus vulgaris, se realizaron experimentos en macetas con venniculita, donde se 

sembraron semillas de frijol previamente germinadas y se inocularon con las diferentes 

cepas de R. elli (Bravo et al., 1988). 

• Cultivo de Plantas 
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Germinación de las semillas de frijol: 

- Se lavaron las semillas de frijol con agua. 

- Se colocaron en etanol al 80% durante 5 minutos, 

So lavaron con agua estéril 

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

- So escunieron y se dejaron reposando en hipoclorito de sodio al 2.6 % durante 20 

minutos. A partir de este momento se trabajó en condiciones de esterilidad. 

- Se lavó con agua estéril hasta eliminar el olor a cloro. 

- Se remojaron en agua estéril por 2 horas. Es conveniente cambiarles el agua 

continuamente. 

- En charolas con una base gruesa de papel absorbente estéril perfectamente 

humedo se sembraron los frijoles a una distancia de 3 cm. Se sellaron con papel aluminio. 

Se incubaron a 29°C durante tres días para que germinen las semillas de frijol. 

Una vez que han germinado se sembraron 6 plantas en cada maceta con vendculita 

estéril, se taparon con un plato que tenía 8 orificios para que salgan las plantas. Se rogaron 

con 800 ml de sales (Medio Fahraeus, Elementos trazas, CaCl2  88 mM, FeCI3  30 mM, 

utilizando soluciones 1000 X). Después de tres días do sembradas las semillas germinadas 

del frijol se inocularon con 1 ml de una suspensión de células a 1.0 de D.O. a 540 nm de la 

cepa de R. elli deseada. 

Se sembraron dos macetas como control sin inoculo, una con nitrógeno la cual se 

riega con 5 ml de KNO3 50 mM por planta cada semana y un control negativo sin nitrógeno. 

A los 28 días de crecimiento se sacaron las raíces y se determinó el número de 

nódulos y se siguió el procedimiento para la determinación de la actividad de la nitrogenasa. 
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MEDIO FAHRAEUS 	 1 LITLIQ 	Sol. Stock 1000 X 

NaH2P0.4  .1120 
KH2PO4 
MgSO4.7H20 

ELEMENTOS TRAZAS (Gibson) 	 

H31302 
MnSO 4.4H20 
ZnSO4.7H20 
CuSO4  .5H20 
Na 2Mo04.2H20  

1 LITRO 	Sol Stock 1000 X 

	

0.0028 g 
	

2.86 g  

	

0.0020 g 
	

2.03 

	

0.00022 
	

0.22 

	

0.00008 9 
	

0.08g  

	

0.00010 9 
	

0.10 9 

	

0.15 g 
	

150 g 

	

0.10 g 
	

100 g 

	

0.12 9 
	

120 g 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA EN 
BACTEROIDES DE LAS MUTANTES DE R. eh 

La actividad de la nitrogenasa se determina por cromalografia de gases 

(Chromatograph Gas, Varian 3700) midiendo la producción de etileno a partir de acetileno 

(Szeto el al 1987; Bravo et al., 1990), 

A las plantas de 28 días de crecimiento inoculadas con la cepa silvestre y con las 

mutantes AHZ1, AHZ4, AHZ7 se les sacaron las raíces y se introdujeron dos raíces en un 

frasco de vidrio de 200 ml, se taparon con tapón vacutainer. Se inyectaron 3 ml de acetileno 

tomando 1 ml por cada muestra; la primera muestra se toma cuando ha transcurrido una 

hora y la segunda muestra a las 2 horas, se introdujeron en un tubo vacutainer. Una vez 

tomadas las dos muestras, la raíz se desnodula y se secaron los nodulos a 55°C durante 72 

h para determinar el peso seco del nódulo por planta. 

El etileno producido por la nitrogenasa so cuantificó inyectando 500 11 de la muestra 

deseada en el cromatógrafo de gases. 

25 



PURIFICACION DE LOS BACTEROIDES 

Los bacteroides de los nódulos de las raíces de Phaseolus vulgotis se aislaron 

utilizando un gradiente de Percoll (Reibach et al., 1981), 

Se maceraron aproximadamente 3 g de nódulos de los frijoles infectados con I?. otli, 

con amortiguador de fosfatos, (KH2PO4  50 mM, NaCI 0.15 M a pH 7.6), se centrifugaron 5 

minutos a 3 Krpm, el sobrenadante se volvió a centrifugar 15 minutos a 15 Krpm, la pastilla 

se resuspendió en 1 ml de amortiguador de fosfatos. Se colocó 1 ml do la suspensión en un 

gradiente discontinuo de percoll (24.5 ml parco'', 3.5 ml de amortiguador fosfato de potasio 

monobásico 0.5M, NaCI 1.5 M a pH 7.6, se adicionan 7 ml de agua), so centrifugó 50 

minutos a 20 Krpm, se recolectó la fracción de los bacteroides por succión con pipeta 

pasteur. Para eliminar el percoli se diluyó 1:10 con amortiguador de extracción, se 

centrifugaron 20 minutos a 15 Krpm, se succionaron el sobrenadante y la pastilla se volvió a 

centrifugar en microcentrifuga por 2 minutos y se resuspendió en amortiguador de 

extracción, dependiendo de la actividad que se va a determinar, o se resuspendió en 5 ml 

de etanol al 80% para determinar pozas de aminoácidos. Se siguió el mismo procedimiento 

para pozas de aminoácidos en vida libre. 

DETERMINACION DEL FENOTIPO DE LOS BACTEROIDES DEL 
NODULO 

Se tomaron algunos nódulos al azar de cada una de las cepas inoculadas y se 

pusieron en agua durante 5 minutos. Se decantaron y se colocaron en una solución de 

hipoclorito de sodio al 2.6%, y se dejaron reposar durante 5 minutos. Se lavaron con agua 

estéril un mínimo de 5 veces. Se exprime el nódulo en una caja con medio rico de PY 

conteniendo los antibióticos correspondientes. Se trabajó en área estéril. Las cajas se 
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incubaron a 30°C durante 72 h. De las colonias aisladas, se picaron en caja patri con 

diferentes medios para determinar el fenotipo do las bacterias contenidas en el nódulo. 

CLONACION CON EL BANCO GENOMICO DE R. elli 

So realizó tres cruzas triparentales con las mutantes, AHZ1, AHZ4, AHZ7 la cepa de 

E. col! H8101 tc°  que contiene el banco genómico de R. eili y la cepa de E. col, que tiene el 

plásmido pRK2073. Las transconjugantes so seleccionaron en un medio mínimo con 

asparagina como fuente do carbono y nitrógeno, con los antibióticos kanamicina y 

tetraciclina 

EXTRACCION DEL PLASMIDO 

Esta técnica se utiliza para extraer DNA total de algunas bacterias (Maniatis, T; 

ef.a/.;1989). Cada una de las mutantes complementadas se inoculó en un tubo con 6 ml de 

PY, incubandose durante 18 h. Se centrifugaron 4.5 ml durante 2 minutos en microfuga, se 

aspiró el sobrenadante y so lavó la pastilla con 1 ml de agua estéril. 

Se resuspendió la pastilla con 100 gl de solución A, se agitó en vortex. 

Se adicionó 200 pl de sol. B y se agitó nuevamente. 

Se reposó 10 minutos en hielo, se adicionaron 150 pl de la sol. C y se agitó. 

Se dejó reposar 30 minutos en hielo. 

Se centrifugó 3 minutos en mIcrocentrifuga. 

Se vació el sobrenadante en otro tubo,y se adicionó un ml de etanol frío, 

Se dejó reposar 30 minutos a -20°C 

Se centrifugó 5 minutos en microcentrifuga y so aspiró el sobrenadante. 

Se disolvió la pastilla en 100 id de agua y se agitó en vortex. 
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Se adicionó 50µl de solución C más 300 µI de etanol frio. 

So dejó reposar 10 minutos a -20 °C. 

So centrifugó 5 minutos, aspirar el sobrenadante y so secó la pastilla al vacío 

Se disolvió la pastilla en 20 µI de agua destilada y se agitó en vortex. 

Se guardó a -20 °C. 

Si el DNA está muy sucio se realiza una extracción con fenol-cloroformo. 

Extraccion con Fenol-cloroformo  

A la muestra se le adicionaron 400 pl de TE (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA), se agitó con 

vortex. 

Se adicionaron 400 µI de solución fenol-cloroformo 

Se centrifugó 5 minutos. El sobrenadante so pasó a otro tubo. 

Se agregó 400 pl de cloroformo, se agitó con vortex. 

Se centrifugó 5 minutos. Se tomó el sobrenadante.  

El DNA se precipitó con etanol. (Dos volúmenes de etanol y 1/10 do acetato de sodio), 

Se agitó en vortex. 

Se dejó reposar durante 10 minutos a -20 °C. 

Se centrifugó 10 minutos, se aspiró el sobrenadante y la pastilla se seca al vacío 

Se resuspendió con 15 11 de TE. 

Soluciones 

A: 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI a pH 8 

El: 0.2 N NaOH, 1% SDS 

C: 7.5 M Acetato de amonio. 
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• Digestion de DNA con enzimas de restricción 

5µl de DNA 

211 amortiguador para EcoR1 

13 II do agua 

Se utilizó la enzima EcoR1. 

Se incubó a 37 °C durante 60 minutos con la enzima. 

• Gel de Agarosa 

Se utilizaron geles de agarosa al 0.8%. La agarosa se disolvió en la solución 

amortiguadora TBE 1X (Tris Base 44 mM, ácido bórico 27 mM y EDTA 0.5M a pH 8). Se le 

agregó 10 µI de una solución de 5 µg/m1 de bromuro de etidio por cada 100 ml de agarosa. 

Se adiciona en cada pozo 5 pl de la digestión más 2 µI de colorante y se deja correr a 100 

volts durante 60 minutos. 

• Preparación de las células competentes de E. col/ 

En un matraz de 250 ml con 25 mi de medio luda (LB) se inoculó E.coll HB 101 a 

0.05 de D.O., se dejó crecer hasta 0.5 D.O. a 540 nm. 

Se centrifugó 5 minutos a 7 000 rprn. 

Se resuspendió en 10 ml de CaCl2  0.1 M. Se agitó manualmente. 

Se dejó en hielo con agua durante 20 minutos, 

Se centrifugó 5 minutos a 7 000 rpm. 

So resuspendió la pastilla en 2.5 ml de 0.1 M CaCl2  (1/10 del volumen total). Se deja 

en hielo y en refrigerador toda la noche. 
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• Transformación de E, culi 

En un tubo eppendorf se adicionan 100 pl de células competentes más 4 pl de DNA 

del plásmido que se aisló. Se agitó en vortex. 

Se dejó reposar 20 minutos en hielo. Posteriormente so incubó 3 minutos a 42 °C, no 

se debe agitar. 

Se dejó en hielo, se le adicionó 1 ml de medio luda. 

Se dejó reposar 60 minutos a 37 °C. 

Se centrifugó 1 minuto en microfuga 

Se retiró el sobrenadante y se dejó en 100 11 de LB y se agitó en vortex. 

Se plateó en caja con LB Tc 

Se Incubó a 37 °C durante 24 h. 

TRANSFERENCIA DE DNA TIPO SOUTHERN. 

Para transferir el DNA de un gel de agarosa a una membrana de nitrocelulosa o nylon se 

utilizó un procedimiento modificado de la transferencia por el método de Southem (Maniatis, T. 

et al., 1989, Southem, E. M, 1975) para obtener dos copias de un mismo gel, el procedimiento es 

el siguiente: 

• Digerir el DNA deseado con la enzima de restricción requerida y correr el gel de agarosa 

poniendo en un carril, de preferencia en el primero, un marcador de peso como DNA de fago 

lambda digerido con la enzima de restricción Hind III o Laddor de 1 Kb, 

- Retirar el gel de la cámara, usando guantes, una vez que terminó la electroforesis, 

marcar el gel de un extremo haciendo un corte en una de las esquinas inferiores. 

- Se observó el gol con luz ultravioleta 

- Se puso el gel en una charola y se hace el siguiente procedimiento: 
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1) Se agrega una solución de HCI 025 N a que cubra el gel agitando suavemente 

durante 15 minutos para que suceda una depurinadón ácida. 

2) Se retira la solución y se enjuagó con agua. 

3) Se agregó una solución de NaOH 0.5 M +• NaCI 1.0 M a que cubra el gel agitando 

suavemente durante 45 minutos para que ocurra una desnaturalización alcalina. 

4) Se retiró la solución anterior y se agregó una solución de tris 0.5 M pH 7.5 + NaCI 1.5 

M a que cubra el gel agitando suavemente aproximadamente durante 45 minutos para 

neutralizar. Se enjuagó con agua. 

- Se hirvió 5 minutos los filtros de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell de 0.45 mm) para 

eliminar la capa de detergente que tienen en la superficie. 

- Se pusieron los filtros en una solución salina de citratos 6 X (SSC) por un momento. 

- Se tomó el gel con guantes y se colocó sobre un vidrio, se tomó un filtro de nitrocelulosa 

y se puso sobre el gel en un solo movimiento, cuidando que no queden burbujas entre ellos. 

- Se pusieron 3 capas de papel absorbente sobre el filtro y después 8-10 cm de 

servitoallas dobladas a la mitad y un vidrio. 

- Se invierte todo el paquete, so retiró el vidrio quo está en contacto con el gel y se puso 

un filtro de nitrocelulosa. Repetir el procedimiento del inciso anterior. 

- Al final se puso un matraz con 1 litro do agua sobre el vidrio superior. 

• Al día siguiente se retiró las servitoallas y el papel absorbente, se tomó los filtros con 

guantes y se marcaron los carriles con bolígrafo antes de separarlos del gel, también se puede 

marcar el número del gel, la fecha, etc.. Se retiró los filtros con cuidado y se pusieron entro 

servitoallas para secar en el horno de vado a 80°C durante 2 horas. Se guardó en una bolsa de 

plástico hasta el momento de usarse. 
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SOLUCION SAUNA DE CITRATOS 20 X (SSC). 

1-120 aforar a 	 1000 ml 
NaCI 	 175.3 g 
Citrato de sodio 	 88.2 g 

MARCAJE RADIACTIVO DE DNA. 

El DNA se marcó con 32P por un procedimiento de corte y reparación de DNA (Nick 

Transtation) (Rlgby, P., et al., 1977), para esto se usa un estuche comercial y aCTP-32P. La 

reacción se hace en un tubo eppendorf nuevo esterilizado. 

• Reacción: 

DNA 	 10-50 ng 
1120 	 aforar a 50 ml 
Sol.1 estuche 	 10 ml 
So1.2 estuche 	 10 ml 
32P-CTP 	 10 mci 

- Se agitó el tubo y se centrifugó 30 segundos en la miaecentrifuga. 

- Se puso el tubo en un baño de agua a 12-14°C por 2 horas. 

- Se preparó una columna en una jeringa de 1 ml con un poco de fibra de vidrio en el 

fondo, se empacó hasta la marca de 1 ml con resina hidratada Sephadex G-75. 

• Se equilibró la resina con 5 ml de solución amortiguadora para la reacción de corte y 

reparación. 

• Al termino de la reacción se agregó a la muestra 250 ml de solución amortiguadora para 

la reacción de corte y reparación, se mezcló y se colocó en la columna todo el volumen, y se 

sacó todo el líquido. Se agregó 600 ml de solución amortiguadora para la reacción de corte y 

reparación a la columna y se recolectó todo el líquido, en esta fracción se recupera el DNA 

marcado, 
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- Se almacenó el DNA mamado a -20°C dentro de una caja de acrílico especial para 

compuestos radiactivos. 

SOLUCIONES DEL ESTUCHE DE CORTE Y REPARACION DE DNA. 

1) Solución 1. 

Solución amortiguadora: 	tris pH 7.8, MgCl2, 2-mercaptoetanol. 

Nucleótidos: 	 d ATP 100 mm, d GTP 100 mm, d TTP 100 mm.  

2) Solución 2. 

Solución amortiguadora: 	tris pH 7.5, MgCl2, glicerol, albúmina sónica bovina. 

Enzimas: 	5 unidades/10 ml de DNA polimerasa 1. 

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA LA REACCION DE CORTE Y REPARACION. 

Tris 	 10 mM pH 8 
NaCI 	 100 mM 
EDTA 	 1mMpH 8 
SDS 	 0.01 'Yo 

HIBRIDACION. 

Para detectar secuencias en el DNA genómico homólogas al DNA usado corno detector, 

se puede hacer una hibridación. Este procedimiento se lleva a cabo en dos etapas, una etapa 

preparativa llamada prehibridación y la otra etapa llamada hibridación en donde se pone en 

contacto el DNA mamado radiactivamente usado como detector o probador con el DNA adherido 

al filtro de nitrocelulosa (Maniatis, T., et,aL,1989). Los componentes de la solución, así como la 

temperatura de incubación, se modifican de acuerdo al grado de homologla entre el problema y 

el detector, de manera que existen condiciones de hibridación relajadas, intermedias y estrictas. 
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En este trabajo las condiciones de hibridación son estrictas pues los detectores son homólogos a 

los problemas. 

• PREHIBRIDACION. 

- Se humedeció los filtros de nitrocelulosa con una solución 6 X SSC y se pusieron en 

una bolsa de polietileno. 

- Se agregó 1 ml por carril de una solución que contiene: 

SSC 	 6 X 
Denhanifs 	 10 X 
Tris HCI pH 7.5 	10 mM 
DNA timo de ternera 	50 regiml 

NOTA: Hervir el DNA de timo de ternera 5 minutos en baño María y enfriar rápidamente en hielo 
por 5 minutos antes de agregar a la solución. 

- Se secaron todas las burbujas dele bolsa y se selló con calor. 

- Se incubó la bolsa a 65°C por lo menos 2 horas, se puede incubar toda la noche 

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

• HIBRIDACION. 

• Trabajar con las mismas protecciones que para el marcaje del DNA. 

- Se sacó de la bolsa toda la solución de prehibridación por un pequeño corte hecho en 

una esquina de la bolsa. 

- Se puso la bolsa tras la mampara de acrílico y se agregó 0.5 ml por carril de la siguiente 

solución: 

SSC 	 6 X 
Denhart's 	 10 X 
Tris HCI pll 7.5 	 10 mM 
DNA timo de tornera 	 50 mg/ml 
DNA 32P 	 1.5x10°  c.p.m. 
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NOTA: Hervir el DNA de timo de ternera y del probador mamado, durante 5 minutos a baño 
Marta, enfriar rápidamente en hielo por 5 minutos antes de agregar a la solución. 

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

- Se pusieron la bolsa y un contenedor para líquidos radiactivos tras la alampara de 

acrílico. Se secó toda la solución de hibridación haciendo un pequeño cale en la bolsa 

(desechar en el contenedor), por el mismo corte agregar 10 ml de solución SSC 0.1 X a 

temperatura ambiente, enjuagar desechando la solución en el contenedor. 

• Se cortó la bolsa en tres de sus lados, usando guantes, se sacó el filtro, y se colocó en 

un recipiente con solución 0.1 X SSC + 0.1 % SDS a 55°C por 30 minutos. 

- Se monitoreó el filtro con el contador Geiger para determinar la cantidad de radiactividad 

presente después del lavado. Se lavó hasta que los filtros queden limpios, esto se determina 

monitoreando las esquinas del filtro. 

- Se lavó el filtro con una solución 0.1 X SSC por 15 minutos a temperatura ambiente. 

- Se secó el filtro entre servitoallas a temperatura ambiente o a 65°C por 5 minutos. 

- Se colocó el filtro seco sobre una cartulina o un papel grueso y se cubrió con un 

protector plástico (Kleen pack), cuidar que no queden amigas, 

- Se colocó el cartón con el filtro en un cassette para radiografía. En un cuarto obscuro 

poner 2 placas de radiografía sobre el cartón, cerrar perfectamente el cassette, conservarlo en un 

congelador a -70°C por lo menos durante 1 día. 

- Se reveló una de las placas de radiografía. Volver a congelar el cassette en caso 

necesario. 

• SOLUCIONES NECESARIAS PARA LA HIBRIDACION. 

1) Solución salina de cítalos 20 X. 
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2) Denhardts 50 X. 

H20 aforar a 	 500 ml 
Fiooll tipo 400 	 5 g 
Polivinilpinolidona 	 5 g 
Albúmina sérica bovina fracción V 	5 g 

Filtrar por filtro de 1.2 ni. Alicuotar y almacenar a -20T. 

3) DNA de timo de ternera. 

DNA timo de ternera 	 10 mg/m1 

Disolver el DNA agitando por 2 a 4 horas en un agitador magnético a temperatura 

ambiente. Pasar la solución de DNA varias veces por una jeringa desechable. Hervir la solución 

en baño María por 10 minutos. Leer la densidad óptica en el espectrofotómetro a 260 nm contra 

un blanco de agua para conocer la concentración exacta. Alicuotar y almacenar a -20°C. 

4) Revelador y fijador Kodak (cat. 190-1859). 
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RESULTADOS 

CRECIMIENTO DE Rbizoblum etli 

R. atli casi no crece en aspartato como única fuente de carbono y nitrógeno, mientras 

que en aspartato como fuente de nitrógeno, más otra fuente de carbono como succinato 

crece tan bien como en la condición amonio más succinato (Fig. 1). En contraste con 

asparagina como única fuente de carbono y nitrógeno R. etli crece muy bien de manera 

similar a como crece en asparagina más succinato (Fig. 1) En glutamato como fuente de 

carbono y nitrógeno crece aproximadamente la mitad que en glutamato más succinato (Fig 

1). 

Fig. 1. Curve de Crecimiento de R. etli 
en diferentes nutrientes 
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Estos resultados nos indican que R. etli puede utilizar la asparagina y el glutamato 

como fuentes de nitrógeno, que el aspartato es una fuente mala do carbono y que la 

asparagina es una fuente buena de carbono a pesar de que la asparagina para ser utilizada 

como fuente de carbono debe degradarse primero a aspartato 

ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARAGINASA 

Se determinó la estequiometria de la asparaginasa (Tabla 1). En esto ensayo se 

creció a R. otli en medio mínimo suplementado con asparagina, A las extractos se les 

determinó la producción de amonio y aspartato. Se encontró que la cantidad de aspartato 

(1.05 limo!) y de amonio (1.16 p.mol) formados fueron similares y la reacción fue 

dependiente del sustrato asparagina y del extracto celular, la actividad de la asparaginasa 

no requiere de magnesio como co-factor para tener una actividad óptima. 
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Tabla 1. ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARAGINASA DE R. etli 

Concentración. lino')." 

Condición —1-- Activ. Específica Aspartato Amonio 

Extracto completo 31.0 1.05 1.10 

Sin asparagina <1.3 <0.05 <0,05 

Sin extracto <1,3 <0.05 <0.05 

Con MgCl2  25.5 1.07 0.95 

• La producción de aspartato y amonio se determinó a los 30 minutos. La mezcla de reacción contenla 1.24 mg 
de proteína. La estegulometrfa se determinó en extractos celulares de R. di crecidos durante 18 11 en Medio 
Mínimo suplementado con asparagina. 

La actividad de la asparaginasa se expresó en nanomoles de amonio/mg protelnalmin. 

REGULACION DE LA ASPARAG1NASA 

La regulación de la asparaginasa de R. elli fue estudiada a través de determinar la 

actividad de esta enzima en diferentes condiciones nutricionales. Se encontró que la 

actividad más alta se obtuvo al crecer a R. etli en asparagina como única fuente do carbono 

y nitrógeno (Tabla 2). Esta actividad disminuyó cuando el medio mínimo contenla 

asparagina más otra fuente de carbono como succinato, glicerol o glucosa (Tabla 2). La 

actividad de la asparaginasa fue similar cuando se creció en asparagina más succinato con 

o sin amonio y esta actividad fué baja cuando se creció a R. etli en una buena fuente de 

nitrógeno y carbono como amonio y succinato, o cuando se creció a esta bacteria en una 

mala fuente de nitrógeno como nitrato más succinato (Tabla 2). La actividad de la 

asparaginasa en aspartato que es uno de los productos de la degradación de la asparagina, 
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con o sin succinato fuá baja como en la condición de amonio-succinato. La actividad do la 

asparaginasa en amonio succinato fuá baja, aproximadamente 10 veces monos que en la 

condición de asparagina como única fuente de carbono y nitrógeno, cuando se creció a R. 

etli en diferentes aminoácidos como glutamina y glutamato con o sin succinato, o en medio 

rico. 

En R. otli encontramos que la cantidad de oxígeno disuelto en el medio fue 

irrelevante para la actividad de esta enzima. Los resultados de esta actividad so muestran 

en la Tabla 2. 
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TABLA 2, ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA DE R. «II EN DIFERENTES CONDICIONES 
DE CRECIMIENTO. 

Condiciones do 	 Actividad. 	Actividad Relativa 
Crecimiento 	 Especifica'. 	Porcentaje 

asn 	 34.6 (6) 	 100 

asn + glic 	 14.0 (2) 	 40.5 

asn + giuc 	 12.2 (2) 	 35.3 

asn + suc 	 16.0 (3) 	 46.2 

asn + suc + amonio 	 13.7 (3) 	 39.6 

amonio + glicerol 	 3.7 (1) 	 10.7 

amonio + glucosa 	 6.0 (1) 	 17,3 

amonio + suc 	 4,5 (1) 	 13.0 

nitrato + suc 	 5.5 (1) 	 15.9 

aspartato + suc 	 4.1 (1) 	 11.8 

gin + suc 	 2.5 (1) 	 7.2 

glu + suc 	 3,5 (1) 	 10.1 

asp 	 4.7 (1) 	 13.6 

gln 	 3.7 (1) 	 10.7 

glu 	 3.4 (1) 	 9.8 

PY 	 2.9 (1) 	 8.4 

asn, 02 1% 	 38.0 (6) 	 104,3 

asn + suc, 021% 	 15.3 (2) 	 44.2 

amonio + suc. 02 1% 	 4.7 (1) 	 13.6 

La actividad se determinó a las 18 h do crecimiento. El número entro parontesis representa la desviación 
estandard. 

+ La actividad de le asparaginasa esta expresada en nmol do amoniolmg de protelnaimin 
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ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARTASA 

Para la determinación de la ostequiometría de la aspartasa se utilizó el amortiguador 

de reacción KH2PO4 30 mM pH 8.8, en lugar de Tris.HCI 100 mM, phi 8.8, debido a que 

este útimo amortiguador interfiere en la determinación de amonio. Encontramos que la 

actividad de aspartasa ensayada con amortiguador fosfato bajaba aproximadamente el 45% 

que con el amortiguador Tris.HCI. (No se muestran los datos) La cantidad de fumarato 

(1.07µmol) y amonio (1.14amol) fonnado fueron similares (Tabla 3). La reacción fue 

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

de la aspartasa se requiere de magnesio como colador (Tabla 3). 

TABLA 3. ESTEQUIOMETRIA DE LA ASPARTASA DE R. 01 

Carrentración ( mol) 

Condición Activ. Específica' Amonlo* Fumando* 

Extracto completo 178.3 1.14 1.07 

Sin Aspartato <8.3 <0.05 <0.05 

Sin Extracto <8.3 <0.05 <0.05 

Sin MgCl2  81.6 0.38 0.37 

•La producción do amonlo y fumarato se determinó a los 30 minutos. El extracto contenta 0.20 mg /ml do 
proteína .Los extractos celulares de R. e* fueron obtenidos do células crecidas en MM suplementados con 
asparagina durante 18 h. 
te actividad específica de la aspartasa está expresado en tundes de fumarato/mg proterna/min 
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REGULACION DE LA ASPARTASA 

La actividad más alta de la aspartasa en R. elli fue encontrada cuando so utilizó 

asparagina como fuente do carbono y nitrógeno (Tabla 4) y su actividad disminuyó cuando 

so creció a la bacteria en asparagina más otra fuente de carbono como succinato, glucosa o 

glicerol. Cuando R. etli se creció en asparagina más amonio-succinato la actividad de la 

aspartasa disminuyó cerca de cuatro veces y disminuyó cerca de 25 veces cuando so creció 

en una buena fuente de nitrógeno como amonio. Esta actividad también so encuentra baja 

cuando se crece a R. allí en su sustrato aspartato con o sin succinato, de manera similar 

cuando se creció en diferentes aminoácidos como glutamato y glutamina con o sin fuente 

de carbono, o en un medio rico como PY (Tabla 4). La cantidad de oxigeno disuelto en el 

medio fue irrelevante para la actividad de la aspartasa. 
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TABLA 4. ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA DE R. Mil EN DIFERENTES CONDICIONES DE 
CRECIMIENTO 

Condiciones' 
de crecimiento 

asn 

asn + glic 

asn + gluc 

asn + suc 

asn + suc + amonio 

amonio + glicerol 

amonio + glucosa 

amonio + suc 

Nitrato + suc 

aspartato + suc 

gin + suc 

glu + suc 

asp 

gin 

glu 

PY 

asn, 02  1% 

asn + suc, 02  1% 

amonio + suc, 02  1% 

Actividad 
Especifica' 

Actividad Relativa 
Porcentaje 

390.3 (50) 100 

32.3 (6) 8.7 

26.8 (4) 6.9 

261.0 (30) 60.4 

92.4 (15) 23.7 

8.4 (2) 2.15 

1.5 (1) 0.4 

16.2 (3) 4.15 

10.0 (2) 2.6 

8.1 (2) 2.1 

12.0 (2) 3.1 

7.8 (2) 2.0 

30.4 (7) 7.8 

12.1 (2) 3.1 

16.3 (3) 4.2 

3.2 (1) 0,8 

389.0 (20) 99.6 

220.8 (20) 56.61 

15.2 (3) 3.9 

La actividad se determinó e las 18 h do crecimiento. El número entre parentosis represente la desviación 
estandard. 

La actividad de le espartase está expresada en nmol de tumaratofmg de proteinarmin 
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ACTIVIDAD DE LA ASPARTATO AMINOTRANSFERASA 

Para conocer el papel que juega la aspartato amino transferasa en R. eh/ se 

determinó la actividad de esta enzima en diferentes fuentes nutricionales. Se encontró que 

la actividad de la aspartato aminotransforasa es similar cuando R. oil es crecida en 

diferentes fuentes do carbono y nitrógeno, como amonio más succinato, en PY y en 

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

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

Condición Actividad Especifica' 

Amonio Succinato 308.8 

Medio Rico (PY) 309.7 

Asparagina 357.6 

Asparagina•succinato 322.1 

Aspartato 318.4 

Aspartato Succinato 382.3 

•La actividad de la aspartato amino transterasa se determinó a las 18 h de crecimiento 
+La actividad está expresada en nmol do NADbilmg protelnalmin 

ACTIVIDAD DE LA FUMARASA 

La fumarasa es una enzima del ciclo de Krebs que cataliza la conversión reversible 

de fumarato a malato. Se determinó la actividad de esta enzima y su regulación en 

diferentes fuentes de carbono y nitrógeno. La actividad más alta de fumarasa en R. oil fue 
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encontrada cuando se creció a este microorganismo en malato como fuente do carbono y 

amonio como fuente de nitrógeno y su actividad disminuyó cuando este medio además 

contenía fumarato (Tabla 6). La actividad de fumarasa fuó intermedia cuando so creció a R. 

etli en succinato, con diferentes fuentes de nitrógeno como amonio o nitrato o diferentes 

aminoácidos y esta actividad fué menor cuando se creció a R. etli en glucosa o glicerol como 

fuente de carbono o cuando se utiliza un aminoácido como fuente do carbono y nitrógeno 

(Tabla 6). 
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TABLA 6. ACTIVIDAD DE LA FUMARASA DE R. etil EN DIFERENTES CONDICIONES DE 
CRECIMIENTO 

47 

Condiciones de' 
Crecimiento  

asn 

asn + glic 

asn + gluc 

asn + suc 

asn + suc + amonio 

amonio + glicerol 

amonio + gluc 

amonio + suc 

nitrato + suc 

aspartato + suc 

gin + suc 

glu + suc 

asp 

gln 

glu 

PY 

amonio + malato 

amonio + malato + fumarato 

amonio + fumarato 

Actividad* 
Especifica 

Actividad Relativa 
Porcentaje 

271.40 13.46 

63038 31.27 

390.67 19.38 

754,83 37.45 

767.34 38.07 

183,26 9.09 

337.55 1614 

899.14 44.61 

833,19 41.33 

547.40 27.15 

830.62 41.21 

705.51 35.00 

420.64 20.87 

453.15 22.48 

413.90 20.53 

473.15 23.47 

2 015,50 100.00 

518.25 25.71 

479.47 23.78 

+La actividad se determinó a las 18 h do crecimiento. 
• La actividad está expresada en nanomol do fumarato/mg protelna/min 



ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINO SINTETASA 

Se determinó la actividad de la glutamino sintetasa que es una de las enzimas que 

participa en la asimilación de amonio ya que cataba la síntesis de glutamina a partir de 

amado y glutamato. La actividad de esta enzima cuando se creció R. otli en asparagina más 

succinato fue similar a la condición de amonio succinato; en la condición de aspartato más 

succinato la actividad de la glutamino sintetasa fue tres veces más alta que la condición de 

amonlo-succinato. 	niveles de esta enzima en asparagina o aspartato como fuente do 

carbono y nitrógeno fueron aproximadamente 7 veces más bajos que en amonio succinato 

(Tabla 7). 

TABLA 7. ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINO SINTETASA DE R. «II 

Condición* Actividad Especifica * 

Amonio Succinato 22.7 

Medio Rico (PY) 10.8 

Asparagina 3.2 

Asparagina-succinato 17.7 

Aspartato 3.7 

Aspartato Succinato 66.2 

+La actividad so determinó a las 18 h do crecimiento, 
•La actividad do la glutamino sintetasa está expresada en nmol y glutamil hidroxamato/mg protelnaimin. 
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ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA Y ASPARTASA EN 
BACTEROIDES DE R. etli 

So analizó el papel do la degradación do la asparagina en bacteroldes de R. efli a 

través de determinar la actividad do las enzimas asparaginasa y aspartasa. Los bacteroides 

se aislaron mediante un gradiente de Percoll. La actividad de la asparaginasa se encontró 

alta (38 nmot/mgp/min), tan alta corno la que se encontró en R. elli en vida libre cuando se 

creció en asparagina como fuente de carbono y nitrógeno (35 nmol/mgp/min). La actividad 

de la aspartasa también se encontró elevada (164 nmoles/mgp/min). 

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

Para conocer el papel de la degradación do la asparagina en R. elli en vida libre y en 

simbiosis, se obtuvieron y caracterizaron rnutantes alteradas en el catabolismo de la 

asparagina. Por mutagénesis con transposón Tn5. 

Las mutantes de R. etIi con transposón Tn5-mob se obtuvieron por conjugación de la 

cepa E. coli S-17 como se mencionó en métodos. 

Se obtuvieron aproximadamente 20 000 colonias independientes con el transposón 

las cuales se juntaron para así tener nuestro almacén de mutantes. 

SELECCION DE LAS MUTANTES ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE 
ASPARAGINA 

El Beta-Aspartil-hldroxamato es un aminoácido análogo a la asparagina el cual tiene 

un grupo hidroxilamino en lugar del grupo amido de la asparagina. Este compuesto ha sido 

utilizado para obtener mutantes en el catabolismo de la asparagina en varios organismos, ya 
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que al degradarse produce hidroxilamina la cual es tóxica. Por lo tanto las mutantes que son 

resistentes a este compuesto generalmente están alteradas en la degradación do 

asparagina (Spring et al., 1988; Jones, 1985), 

Se probaron diferentes concentraciones de beta•aspartil•hidroxamato y se encontró 

que una concentración de 5 'Oh inhibo el crecimiento de R. etli. Se obtuvieron 90 posibles 

mutantes resistentes a este agente tóxico. Estas mutantes perdían el fenotipo al crecerles 

en medio liquido. Estos falsos positivos so deben probablemente a que Rhizabium produce 

exopolisacáridos que enmascaran el fenotipo dándonos como resultado falsos positivos, Por 

tanto, se decidió obtener las mutantes por un método de selección negativo, seleccionando 

las mutantes que no crecieran en asparagina como fuente de carbono y nitrógeno, La 

selección se realizó por enriquecimiento con ampicilina como está descrito en métodos. Se 

analizó el fenotipo de 3000 colonias en cajas de medio mínimo más asparagina, con o sin 

biotina, asparagina succinato y amonio succinato. Inicialmente se obtuvieron 

aproximadamente 200 colonias que no crecían en asparagina como fuente de carbono y 

nitrógeno, a estas colonias se verificó nuevamente su fenotipo en caja y quedaron 26 

mutantes posiblemente alteradas en el catabolismo de la asparagina. A estas colonias se les 

analizó el fenotipo en medio mínimo líquido con asparagina como única fuente de carbono y 

nitrógeno, asparagina succinato y amonio succinato. Se obtuvieron 5 colonias con el 

fenotipo característico, esto es que no crecían en medio mínimo suplementado con 

asparagina, y si crecían en otros medios de cultivo. Se purificaron estas colonias y se volvió 

a revisar el fenotipo en caja en las condiciones antes mencionadas más las mismas 

condiciones suplementadas con biotina, que es una vitamina que interfiere en el 

metabolismo. A estas cinco colonias se les probó el fenotipo en liquido en diferentes fuentes 

de carbono y nitrógeno como: asparagina, asparagina succínato, amonio succinato, nitrato 

succinato, aspartato, aspartato más succcinato, glutamina, glutamina succcinato, prolina, 
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prolina succinato y en un medio rico PY, de las cuales solo 3 colonias no crecieron en 

asparagina como única fuente de carbono y nitrógeno (no se muestran los datos) a estas 

tres colonias se los denominaron AHZ1, AHZ4, AHZ7. Estas tres mutantes so siguieron 

caracterizando. En la Fig. 2. se muestra que las mutantes AHZ crecen bien en las diferentes 

fuentes de carbono y nitrógeno, excepto en la condición do asparagina lo que nos indica 

que estas mutantes están alteradas unicamente en la utilización de la asparagina como 

fuente de carbono y nitrógeno. 
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ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA EN LAS MUTANTES DE R. 
el!! ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA 

La mutante AHZ1 presenta una actividad de asparaginasa similar a la copa silvestre 

(Tabla 8). Las mutantes AHZ4 y AHZ7 presentan muy baja actividad de la asparaginasa 

cuando so creció en asparagina y asparagina•succinato con respecto a la cepa silvestre 

(Tabla 8).  

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

Condición* Cepa Silvestre AHZ1 AHZ4 

asn 28.37' 36.66 8.23 7.13 

asn•suc 21.38 33.40 6.06 4.91 

amonio-suc 9,35 6.06 5,94 5.76 

+ Le actividad de le aspareginasa se de enfrió e las 18 h de crec miento 
La actividad de la asparaginasa está expresada en nmol de amonio /mg protelnaimin 

ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA EN LAS MUTANTES DE R. elli 
ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA 

Se determinó la actividad de la aspartasa en estas mutantes en diferentes fuentes de 

carbono y nitrógeno como asparagina, asparagina succinato y amonio succinato, se 

encontró que tanto la mutante AHZ1 como las mutantes AHZ4 y AHZ7 tienen muy baja 

actividad de aspartasa en las tres diferentes condiciones en las que fueron crecidas con 

respecto a la cepa silvestre. Sólo se encuentra una pequeña actividad residual en la 

condición monto succinato, misma que se encuentra en las tres mutantes (rabia 9). 
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TABLA 9. ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA EN LAS MUTANTES DE R. etil 
ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE I,A ASPARAGINA 

Condición* Copa-Silvestre AHZ1 A1124 AHZ7 

asn 316 4 1 1 

asn-suc 248 6 6 16 

amonio-suc 6 9 14 11 

+La actividad se determinó a las 18 h de crecimiento. 
*La actividad de la apartase está expresada en nmol de amonlohng protelnahnin. 

POZAS DE AMINDACIDOS DE LAS MUTANTES DE R. etil 
ALTERADAS EN EL CATABOLISMO DE LA ASPARAGINA. 

Se determinaron las pozas de aminoácidos en las mutantes AHZ1, AHZ4, AHZ7. La 

mutante AHZ1, en la condición de asparagina como unica fuente de carbono y nitrógeno y 

en asparagina más succinato, presenta pozas altas de aspailato, mientras que las mutantes 

AHZ4 y AHZ7 en estas condiciones presentan pozas altas de asparagina y aspartato 

comparado a la cepa silveste (Tabla10). En ta condición de amonio-sucdnato las tres 

mutantes se comportan de manera similar a la cepa silvestre (Tabla10). 
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Tabla 10. POZAS DE AMINOACIDOS DE LAS MUTANTES DE A. otli CRECIDOS EN 
DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

nanomoloshm de proteína 

Cepa Medio de Cultivo Asti asp gln glu 

CE-3 Asparagina 1.3 15.9 0.5 32.5 

Asparagina más suc 0,5 4.5 0.5 25.4 

Amonio más suc. 0.2 1.5 0.7 29.6 

AHZ1 Asparagina 2.9 380.1 0.2 30.4 

Asparagina más suc. 2,8 592.7 2.2 166.7 

Amonio más suc. 0.3 1,2 1.1 52,2 

AHZ4 Asparagina 16.6 158.9 0.4 45,9 

Asparagina más suc 13,7 46.7 1 3 26.6 

Amonio más suc. 0.1 1.2 0.4 19.0 

AHZ7 Asparagina 38.6 217.1 0.3 4É""" 

Asparagina más suc. 13.4 66.5 0.4 27.1 

Amonio más suc. 0.1 1.0 1.0 29.9 

Los aminoácidos se determinaron o los 6 11 de crecimiento 
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FENOTIPO SIMBIOTICO DE LAS MUTANTES AHZ1, AHZ4, AHZ7 
DE R. etli CON Phaseolus vulgaris. 

Para conocer el papel del catabolismo de la asparagina durante la simbiosis, se 

detemiinó el fenotipo simbiótico de las mutantes AHZ1, AHZ4 y AHZ7, En estos 

experimentos se determinaron la nodulación, pozas de aminoácidos y la actividad 

enzimática de la nitrogenasa. 

Por cada enzima que se determinó se utilizaron 5 macetas, cada una contenía 6 

plantas. 

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

significativo en relación a la actividad de nitrogenasa (Tabla 11). 

TABLA 11, DETERMINACION DE LA NODULACION Y ACTIVIDAD DE NITROGENASA DE 
LAS MUTANTES AHZ1, AHZ4, AHZ7 

Cepa Peso de nódulos por planta 

109 

Act Nitrogenasa 

% etilenathIgr.noct 

Act de Nit 

Porcentaje 

CE•3 0.065 9.560 (2.4) 100 

AHZ1 0.060 6.503 (1.5) 68.03 

AHZ4 0,100 6.744 (1.4) 70.54 

AHZ7 0.085 5,278 (2.3) 55,21 

Los números entre parentesis significa te desvmeión estandard 

Para demostrar que la cepa que infectó a la planta fue la misma con la que se 

inoculó incialmente, se determinó el fenotipo de los bacteroldes contenidos en los nódulos. 

El fenotipo de las bacterias aisladas de los nódulos correspondió al fenotipo de la 

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

Se determinaron las pozas de aminoácidos en los bacteroides do las mutantes 

alteradas en el catabolismo de la asparagina para conocer la participación de la 

asparaginasa y aspartasa durante la simbiosis (Tabla 12). La mutante AHZ1 acumula el 

doble de asparagina, aspartato y glutamato y la mutante AHZ4 acumula ligeramente más 

aspartato que la cepa silvestre. 

TABLA 12. POZAS DE AMINOACIDOS EN BACTEROIDES* 

CE•3 AHZ1 AHZ4 AHZ7 

san 4.12 8.12 2.76 1.26 

2sp 3.52 7.61 5.04 1.90 

gln 0.74 0.18 0.89 0.43 

glu 122.10 206.65 85.44 48.21 

La concentración de los aminoácidos está expresada runot/gr de nódulo 

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

En las mutantes AHZ4, AHZ7 hay una actividad residual de asparaginasa, así como 

pozas altas de asparagina y aspartato nos sugiere la presencia do dos asparaginasas. 

Debido a esto se determinó la termosensibilidad de la asparaginasa en R. otli y en las 

mutantes AHZ1 y AHZ7. 
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En la cepa silvestre y la mutante AHZ1 se pierde aproximadamente un 80% de la 

actividad de la asparaginasa después de calentar el extracto 60 minutos a 50°C, mientras 

que en la mutante AHZ7 sólo se pierde un 10% de la actividad de la asparaginasa al 

calentar 80 minutos a 50°C. Lo anterior sugiero la presencia do dos asparaginasas, una que 

es la asparaginasa que ha sido mutada en la cepa silvestre que os termolábil y otra que 

presenta la mutante AHZ7 que es termoestable (Fig. 3). 
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Fig. 3 Termaestabílidad de la asparaginosa 

y de mutantes alteradas en el Catabolismo de la Asparagina 

-•• 

O 	10 	20 	30 	40 	50 	60 minutos 

• R--28 	y AHZ1 y AHZ7 
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CLONACION DE LOS GENES QUE COMPLEMENTAN A LAS 
MUTANTES A1-121, AHZ4 Y AHZT 

Para donar el fragmento de DNA que complementa a las mutantes AHZ1, AHZ4 y AHZ7 

se realizaron tres cruzas triparentales; con el banco genómico de R. olli que se encuentra en la 

cepa HB101 de E. culi, el plásmido helpor pRK2073 y con cada una de las mutantes. De cada 

una de las cruzas se purificaron 10 transconjugantes capaces de crecer en asparagina como 

única fuente de carbono y nitrógeno, de éstas se seleccionaron 2 transconjugantes de cada una 

de las mutantes, se les extrajo el plasmido para transformar E. culi. A las transformarles 

obtenidas se realizó un patrón do restricción con la enzima Eco R1, se observó quo todos los 

plásmidos que complementaban a las mutantes AHZ compadran bandas por lo menos dos 

fragmentos de 2.6 kb y 2.3kb. Para demostrar que los plásmidos complementaron a las mutantes 

AHZ y no se trataba de una revertante de la mutadón, los plásmidos en la cepa H13101 llamados 

pAHZ se conjugaron nuevamente con la respectiva mutante, observandose que todos los 

plásmidos complementaron a las mutantes AHZ nuevamente. Dado que el patrón de restricción 

con Eco R1 de los plásmidos que complementaban a las mutantes AHZ eran muy similares se 

decidió probar si el plásmido que complementaba a cada una de las mutantes AHZ era capaz de 

complementar a las demás mutantes, se realizó una cruza con los diversos plásmidos; todos los 

plásmidos complementaron a las tres mutantes. De todos los plásmidos se eligió el pAHZ11 para 

seguir trabajando, Para determinar el grado de similitud entre los plásmidos pAHZ4 y pAHZ7 se 

realizó un Southem de estos plásmidos contra el plásmido pAHZ11 se observó que las bandas 

que comparten hibridan con este plásmido Fig. 4 
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Figura 4.ELECTROFORES1S DE DNA 
	

Southern 
CON aun 
1, ladder. 29AHZ3, 3. pAHZ11, 4.pAHZ13 

	
pAHZ11 vs 1.pAHZ1. 2. pAHZ11 
pAHZ13 

Con objeto de determinar la presencia del transposón: si se trata de una sola insercción 

del Tn5•mob, así como conocer la localización del Tn5 en las mutantes se malizó una hibridación 
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con el DNA total de las mutantes contra el plásmido pSUP5011 quo contiene el Tn5-mob, se 

digirió con Eco-Rl y con Hinoill. Cuando se digirio con la enzima EcoR1 el DNA de las mutantes 

AHZ y se hibridó con el pSUP5011pudimos observar una sola banda de hibridación lo que indica 

que las mutantes tienen una sola copla del Tn5•mob, Fig. 5. La hibridación contra el DNA de las 

mutantes AHZ digerido con Hindill mostró fragmentos que fueron diferentes en las tres mutantes, 

indicando que el Tn5 mob fue insertado en tres lugares diferentes de esas mutantes, 

Para conocer si el fragmento de DNA donado corresponde al fragmento del DNA en 

donde se insertó el Tn5•mob se realizó otra hibridación con el pAHZ11 digeridos con Eco-R1 

observamos que en la mutante AHZ1 el Tn5-mob desapareció el fragmento de 2.6 kb, mientras 

que en las mutantes AHZ4 y AHZ7 desapareció el fragmento de 2.3 kb, yen todas ellas aparece 

un nuevo fragmento del mismo tamaño donde el Tn5-mob habla hibridado, Fig. 5, Estos 

resultados indican que el pAHZ11 contiene el fragmento donde el Tn5•mob fue Insertado y que 

las mutantes fueron el resultado de la insercción del Tn5-mob. 
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FIGURA 5. 
HIBRIDACIONES vs TnS. 

1) CE-3 digerido con EcoRl. 
2) AHZ1 digerido con Econ 
3) AHZ4 digerido con EcoRl. 
4) AFirt digerido con EcoRl. 
5) CE-3 vs pSUP5011 digerido con /Mal. 
6) AHZ1vs pSUP5011 digerido con Hindi 

7) AHZ4 va pSUP5011 digerido con Hindi' 
13)AHZ7 va pPSUP5011 digerido con lindlil 
9) CE-3 vs pAHZ11 digerido con EcoR1 
10) AHZ1 ve pAHZ11 digerido con Eco R1. 
11) AHZ4 vn pAHZ11 digerido con EcoRl 
12) AHZ7 vn pAHZ11 digerido con EcoR1. 

Para analizar si el plásmido pAHZ11 lleva donado el geno que codifica para la 

asparaginasa y la asparlasa, se determinaron las actividades de dichas enzimas en las 
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cepas AHZpAHZ11. Los resultados muestran que estas cepas recuperan la actividad de la 

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

En este estudio hemos demostrado la presencia do la actividad de la asparaginasa y 

aspartasa de Rbizobium elli, enzimas que participan en la degradación do la asparagina. La 

actividad de la asparaginasa se regula positivamente por su sustrato asparagina (Tabla 2) 

como en Badilas subtilis (Sun & Setlow, 1991) y Vibtio probas (Sinha at al., 1991) y se 

regula negativamente por la fuente de carbono como lo muestra la disminución de la 

actividad de la asparaginasa en medios de cultivo suplementados con asparagina y una 

fuente de carbono como glicerol o glucosa o succinato (Tabla 2, Fig. 2). Resultados 

similares se han reportado en Eschetichia coli (Jennings & Beachman 1993), en Salmonela 

ontetica (Jennings et al, 1993) y Staphylococcus amas (Rozalska & Mikucki, 1992). La 

asparaginasa no está sujeta a represión catabólica por nitrógeno como se muestra en la 

incapacidad del amonio de reducir la actividad de la asparaginasa (Tabla 2). Cuando se 

crece a R. etli en una fuente mala de nitrógeno se encuentra una actividad baja de 

asparaginasa, en contraste con lo que se ha reportado de B. subtilis (Sun & Setlow, 1991), 

Badilas licheniformis (Golden & Bemlohr, 1985) y Sacchanamyces cerevisiae (Roen et al 

1982). Los experimentos de microerofilia nos mostraron que la actividad de asparaginasa 

no fue regulada por la cantidad de oxígeno disuelto en el medio de crecimiento (Tabla 2) en 

contraste con otras bacterias como E, coli, que se induce cuando se limita de oxígeno, en 

donde se ha propuesto que el papel de ésta enzima en E. col/ os de proveer de carbono y 

nitrógeno de la asparagina exógena y principalmente de proveer fumarato como último 

aceptor de electrones (Jennings & acecinan, 1993); en condiciones de anaeroblosis. En S. 

°Marica (Jennings el al., 1993) y V, proteus (Sinha et al,, 1991) también se regula por 

oxígeno. La asparaginasa de R. allí no se regula en las diferentes fases de crecimiento (no 

so muestran los datos). 
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Estos resultados sugieren que la asparaginasa de R. chi juega un papel catabólico 

en la degradación de asparagina a esqueletos do carbono y en la utilización de la 

asparagina como fuente do nitrógeno, cuando éste aminoácido está presente en el medio 

de cultivo. 

La actividad de la aspartasa fue inducida por la asparagina (Tabla 4) como en 13. 

subtilis (Sun & Setlow, 1991) y reprimida por una fuente altoma de carbono, (Tabla 4) como 

se ha encontrado en E. coli (Jennings & Beachrnan 1990). La actividad de la aspartasa de 

R. etli está sujeta a represión por amonio como lo muestra en la capacidad del amonio de 

reducir la actividad de la aspartasa cuando so crece a esta bacteria en asparagina más 

succinato. La actividad de la aspartasa de R. etli no está regulada por la cantidad de 

oxígeno disuelto en el medio de cultivo, en contrasta con E. coli (Jorlstróm el al., 1987). 

El hecho de que R. elli no crece en aspartato como fuente de carbono y nitrógeno a 

pesar de contener aspartasa, podría explicarse la baja actividad de esta enzima encontrada 

bajo estas condiciones. El pobre crecimiento de R. etli en aspartato no es debido a que 

carece de fumarasa o glutamino sintetasa ya que la actividad de estas enzimas son 

similares cuando se crece a R. etli en asparagina o aspartato como fuente de carbono y 

nitrógeno. La actividad más alta do la glutamino sintetasa se obtuvo cuando se creció en 

aspartato más succinato, en comparación a asparagina succinato lo que indica que el 

aspartato es una mala fuente de nitrógeno ya que esta enzima se induce bajo condiciones 

de limitación de nitrógeno (Bravo & Mora, 1988). El pobre crecimiento en aspartato como 

fuente do nitrógeno y carbono indica la incapacidad do otras enzimas capaces de degradar 

aspartato bajo estas condiciones tales como la aspartato anninotransferasa, que es la 

enzima responsable del crecimiento de Rhizobium meliloli bajo las mismas condiciones 

(Rastogi & Watson, 1991, Watson & Rastogi 1993). La baja actividad de aspartasa 

68 



encontrada en la condición de glutamato como fuente de nitrógeno y carbono (Tabla 4) 

indica que la aspartasa no participa en la degradación de glutamato a esqueletos do 

carbono y que el glutamato debe ser degradado a esqueletos de carbono por otra enzima. 

Es interesante el papel fisiológico de la aspartasa en R. olli ya que se induce por la 

asparagina permitiendo a R. etli utilizar este aminoácido como fuente de carbono y nitrógeno 

y que no os el de utilizar el aspartato o el glutamato como fuente de nitrógeno y carbono. 

Esto contrasta con lo que se ha reportado de B. subtilis donde la aspartasa es inducida por 

aspartato y permite a 8. subtilis crecer en este aminoácido como fuente de carbono y 

nitrógeno y con lo que se ha encontrado en E. coli donde la aspartasa participa on dos 

procesos metabólicos: en la regeneración de oxatacetato como aceptor de un grupo amino 

para permitir el crecimiento en glutamato y la formación de fumarato y succinato durante el 

crecimiento anaeróbico en glucosa (Marcus & Halpem, 1969, Courtright & Henning, 1970). 

Para conocer el papel de la degradación de la asparagina en R. etti en vida libre y en 

simbiosis, se obtuvieron y se caracterizaron tres mutantes alteradas en el catabolismo de la 

asparagina. Estas mutantes crecen pobremente en asparagina como única fuente de 

carbono y nitrógeno, creciendo en otras fuentes de nitrógeno y carbono. 

La mutante AHZ1 presenta actividad de asparaginasa, similar a la copa silvestre muy 

baja actividad de aspartasa, presenta pozas altas de aspartato y los niveles de asparagina 

son similares a los de la cepa silvestre, esto nos sugiere que la mutación se encuentra en el 

gene de la aspartasa. Las mutantes AHZ4 y AHZ7 tienen una actividad residual de la 

asparaginasa, y no presentan actividad de aspartasa; estas mutantes presentan pozas altas 

de asparagina y aspartato. Estos resultados nos indican quo se trata de mutaciones que 

alteran la actividad de la asparaginasa y de la aspartasa y quo posiblemente el gene de la 

asparaginasa se encuentre en un operón como en 8. subtilis (Dongxu & Setlow 1991), 
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aunque también en posible que se trate de una doble mutación, o bien que se trate de una 

mutación en un gene regulador. 

La actividad residual de la asparaginasa encontrada en las mutantes AHZ4 y AHZ7 

nos sugieren la presencia de otra asparaginasa, esto es: una inducida por su sustrato y otra 

constitutiva. En E. col! se han reportado dos asparaginasas: la asparaginasa I 

citoplasmática, la cual es producida constitutivamente y la asparaginasa II periplásmica que 

en el caso de E. cofi as inducida por anaerobiosis (Chesney 1983). 

La diferente termosensibilidad encontrada entre la asparaginasa residual de la 

mutante AHZ7 y la do la cepa silvestre y la mutante AHZ1, es otra evidencia más que R. etti 

pueda tener dos asparaginasas, La actividad do la asparaginasa de la mutante AHZ7 que os 

termoestable y que aparentemente es constitutiva la podríamos llamar asparaginasa I, la 

posible función de ésta enzima puede ser la do mantener el balance de asparagina y 

aspartato, y la asparaginasa encontrada en la mutante AHZ1 que es tennolábil, y que es la 

enzima que se induce por su sustrato la podríamos llamar asparaginasa II y su principal 

papel es el de utilizar la asparagina como fuente de carbono y nitrógeno (Fig. 3). Para 

confirmar la presencia de las dos asparaginasas so podria determinar en un gel nativo, 

determinando la actividad In sita". 

Se donó un fragmento de DNA de R. efli que complementa a las mutantes AHZ; este 

fragmento parece contener los genes que codifican para la asparaginasa y la aspartasa ya 

que la mutante AHZ1 está alterada en la actividad de la aspartasa y las mutantes AHZ4 y 

AHZ7 alteradas en la actividad de la asparaginasa y aspartasa recuperan su actividad en 

presencia del plásmido pAHZ11 (Fig. 6 y 7). 

El hecho de que con un mismo fragmento de DNA so recuperan tanto la actividad de 

la asparaginasa como de la aspartasa, así como al hecho de que las mutantes AHZ4 y 

AHZ7 están alteradas tanto en la actividad de la asparaginasa como en la aspartasa nos 
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sugiere que la asparaginasa y la aspartasa se encuentran formando un operón. Esto nos 

indicaría una relación funcional ya que el producto do la asparaginasa os el sustrato de la 

aspartasa y una ce-transcripción do los genes de la asparaginasa y aspartasa corno parte 

de un oparón, permitirla degradar la asparagina para ser utilizada como fuente do carbono y 

nitrógeno. 

En bacteroldes de R. etli hemos encontrado elevadas las actividades de 

asparaginasa y aspartasa, esto nos sugiere que estas enzimas podrían jugar un papel 

importante en la degradación de la asparagina durante la simbiosis entre R. etli y Phaseolus 

vulgatis. La degradación de la asparagina por la asparaginasa y aspartasa en bacteroides 

tamblón son importantes en otras especies de Rhirobium, como en R. tupini, donde estas 

enzimas se encuentran elevadas (Kretovich et al., 1985), sin embargo encontramos que el 

fenotipo simbiótico de las mutantes AHZ muestran que la degradación de la asparagina no 

tiene un papel relevante en la nodulación en la fijación de nitrógeno. Esto puede ser debido 

a que otras vías puedan compensar la degradación de la asparagina a esqueletos de 

carbono, así la asparaginasa I podría compensar la falta de la actividad de la asparaginasa II 

y la aspartasa aminotransferasa podría compensar la falta de actividad de la aspartasa de 

las mutantes. 
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CONCLUSIONES 

Hemos estudiado las enzimas que participan en la degradación de la asparagina de 

Rhizobium etli y encontramos que para esta bacteria el aspartato no os buena fuente de 

carbono y nitrógeno a diferencia de le asparagina que es buena fuente de carbono y 

nitrógeno. Se demostró la presencia do la asparaginasa y de la aspartasa en R. útil. 

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARAGINASA: 

Se induce por su sustrato. 

Se regula negativamente por la fuente de carbono. 

No está sujeta a represión catabólica por nitrógeno 

No se regula por oxígeno. 

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ASPARTASA: 

La actividad de la aspartasa se induce por asparagina. 

Se regula negativamente por la fuente de carbono. 

Está sujeta a represión por amonio. 

No se regula por oxígeno. 

Se regula de manera similar que la asparaginasa. 

El pobre crecimiento en aspartato no es debido a que carece de otras enzimas como 

fumarasa y glutamino sintetasa ya que las actividades de estas enzimas son similares cuando 

se crece en asparagina o aspartato con o sin succinato. 
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MUTANTES OBTENIDAS 

Con la obtención y caracterización do las mutantes pudimos comprobar quo la 

asparagina para ser utilizada como fuente do carbono y nitrógeno primero es degradada por 

una asparaginasa a aspartato y arnonio y después el aspartato es degradado por una 

aspartasa a fumarato y amonio. 

La mutante AHZ1 está alterada en la actividad de la aspartasa. 

Las mutantes AHZ4 y AHZ7 están alteradas en la actividad do la asparaginasa y de la 

aspartasa. 

Las mutantes AHZ4 y AHZ7 presentan una actividad residual de la actividad de la 

asparaginasa. 

La diferente temestabilidad de la asparaginasa de la mutante AHZ7 con respecto a la 

cepa silvestre y la mutante AHZ1 sugieren que R. etti tiene dos asparaginasas. 

CLONACION DE LOS GENES DE LA ASPARAGINASA Y 
ASPARTASA 

Hemos donado un fragmento de DNA que complementa a las mutantes AHZ1, AHZ4 

y AHZ7. El mismo plásmido complementa a las tres mutantes. 

La evidencia de que las mutantes AHZ4 y AHZ7 están alteradas tanto en la actividad 

de la asparaginasa como en la actividad de la aspartasa, así como el hecho que el mismo 

plásmido que complementa a la mutante AHZ1 también complementa a las mutantes AHZ4 y 

AHZ7 nos sugiere que la asparaginasa y la aspartasa so encuentran formando parte de un 

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

Los resultados obtenidos muestran que la degradación de la asparagina en R, etti no 

juega un papel Importante durante la simbiosis ya que las mutantes A112 nodulan y fijan de 

manera similar a la cepa silvestre, Sin embargo esto puede ser debido a que otras vías 

pueden compensar la degradación de la asparagina a esqueletos de carbono, así la 

asparaginasa podría compensar la falta de actividad de la asparaginasa II y la asparlato 

amino transferasa podria compensar la falta de actividad de la aspartasa de las mutantes, 
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