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FE DE _ERRATAS

parrafo inferior, segunda linea:

"

donde dice 5S—metionina (Amersham) "

debe leerse 5S—metionina, actividad especifica

1150 curies/milimol (Amersham)"

linea 5,
donde dice "cada subpoblacién volvid a sedimentar"
debe leerse "cada subpoblacidn, ya sea la pesada

o la liviana, volvid a sedimentar"

entre la leyenda al fin de la Tabla II y el dltimo
parrafo de la p&gina:

intercalar la frase: "En este experimento la dis-
crepancia entre el total de PHB recuperado en el
gradiente, y el de la muestra original, podria
deberse a interferencias por la alta concentracidn

de sacarosa en el gradiente."



INTRODUCCTION



El nitr6geno es un elemento esencial para los seres
vivos, en los que forma parte de proteinas, acidos nucleicos
y otros componentes, y en muchos casos la disponibilidad de
formas de nitr6geno asimilables, es un factor limitante del
crecimiento de animales y plantas. La proporcién relativa de
nitr6geno asociado a la biosfera, comparativamente con otros
elementos, es considerable; y de los tres grandes compartimen
tos en que se lo encuentra: suelo, mares y atmésfera, es mayo
ritario en la Gltima. Los constituyentes nitrogenados de es-
tos compartimientos se relacionan entre siI por un conjunto de
procesos naturales abiol6gicos y biol6gicos que conforman el
llamado ciclo del nitrégeno. En un ecosistema natural en equi
librio dicho ciclo resulta esencial y suficiente para el man-
tenimiento en el suelo de las cantidades necesarias de com-
puestos de nitrb6geno utilizables por los seres vivos ("nitré6-
geno fijado"); en particular mediante la fijacib6n del nitrége
no atmosférico se reponen sustancias nitrogenadas que entre
otros destinos se pierden, en forma de nitrdégeno molecular
(NZ)’ por reduccibén disimilatoria de nitrato por bacterias
denitrificantes. Una alteracidén en el balance nitrogenado de
los suelos se produce en condiciones de explotacidén agricola
cuyos productos (y su contenido de nitrégeno) no retornan al
propio suelo; la consiguiente depleci6n de nitrégeno se hace
mds intensa aln a través de las sucesivas cosechas. En conse-
cuencia se debe intensificar los procesos compensatorios que
introduciendo nitr6geno fijado mantengan la fertilidad de los
suelos, y esta necesidad acompana a la constante demanda de
alimentos de una poblacién creciente.

Los recursos disponibles para incrementar el nitr6-

geno fijado son de dos tipos: la fijacidn quimica y la biol&gica.



Tanto en la una como la otra la reduccidén de nitrégeno molecu-
lar a amonio requiere un reductor potente, cuya obtencién es
costosa en términos energéticos. En la primera se obtiene amo-
niaco mediante el proceso inventado por Haber y Bosch en 1914,
en que se combinan nitr6geno e hidr6geno moleculares en condi-
ciones de altas temperaturas y presién, y en plantas industria
les con alto grado de desarrollo ingenieril. Esas fédbricas tie
nen una gran capacidad de produccién que permitirian satisfa-
cer las actuales demandas de fertilizantes nitrogenados, y su
expansidn aseguraria las necesidades futuras. Pero tanto el
proceso de manufactura como su aplicacién poseen limitaciones
de distintos tipos: las instalaciones requieren grandes inver-
siones de capital; surgen costos adicionales de transporte,
almacenamiento y aplicacién de los mismos; hay una gravosa de-
pendencia de combustibles f&6siles no renovables principalmen-
te el gas natural, de cuyo metano se obtiene el H2.

La fijacién biolbgica de nitrbgeno es llevada a ca-
bo exclusivamente por un grupo limitado de organismos proca-
riotes caracterizados por poseer todos ellos el sistema enzimd
tico de la nitrogenasa que cataliza la reduccidn del nitrégeno
molecular a amonio.

En el cuadro siguiente se muestran los distintos
microorganismos fijadores de N2 conocidos 1los cuales han sido
ordenados segln la capacidad de asociacibn con otros organis-

mos.



SISTEMAS BIOLOGICOS

FIJADORES DE NITROGENO

Sistemas simbibticos

Liquenes
Gunnera
Azolla

N6dulos radiculares

Rizocoenosis

Pastos tropicales

Microorganismos fijadores de

Nostoc, Anabaena, Tolypothrix
Nostoc

Anabaena azollae

Leguminosas - Rhizobium

No leguminosas - Frankia

Azotobacter paspali, Azospirillum

vida libre

Aerobicos

Facultativos

Anaerobios

Azotobacter, Derxia, Berjerinkia,
Mycobacterium flavum, bacterias

metano-oxidantes, Corynebacterium
autotrophicum, Thiobacillus ferro:

oxidans

Klebsiella spp., Bacillus polymyx:
B. macerans, Enterobacter spp.,
Erwinia herbicola, Rhodopseudomon:

Rhodospirillum

Clostridium pasteurianum, Desulfo:
brio, Desulfotomaculum, Chlorobiun

Chromatium



También es posible agruparlos de acuerdo a la capa-
cidad que presentan para utilizar distintas fuentes de energia:
hay bacterias heterotr6ficas, fototré6ficas y fotosintéticas
(cianobacterias, algas azul-verdosas). Sin embargo en dltimo
término todos dependen, a través de la fotosintesis, de la e-
nergia solar virtualmente inextinguible. Esto Gltimo es quiz&s
una de las razones de mas peso por la cual la fijacién biols-
gica ha ganado interés sobre el proceso quimico industrial que
consume recursos energéticos no renovables. Se ha estimado que
por cada tonelada de nitrégeno fijado quimicamente se requie-
ren dos toneladas de petr6leo o su equivalente. Estos aspectos
practicos estimulan el estudio del proceso de fijacidén biol6-
gica de nitrb6geno, el cual ya desde el pun:o de vista puramen-

te biolb6gico resulta muy atractivo (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7).

LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM—LEGUMINOSA

Uno de los sistemas fijadores de nitr6geno mas so-
fisticados lo constituye la simbiosis entre plantas legumino-
sas y bacterias del género Rhizobium. El rizobio posee la ca-
pacidad selectiva de infectar las raices y a través de una se
cuencia ordenada de interacciones entre ambos simbiontes indu
cir la formacién de n6dulos. El n6édulo viene a constituir el
dmbito natural apropiado para la expresidén de la enzima nitro
genasa de rizobios y para la incorporacién del N2 fijado en
forma de compuestos que son directamente asimilados por la
planta. Ninguno de ambos simbiontes puede por si solo llevar
a cabo este proceso global. Se ha estimado que el aporte de

este sistema al total mundial de la fijacién biol&gica de



nitrégeno alcanzarfa entre un 20 y 40%, y la explotacién agro-
pecuaria de las leguminosas como forrajeras o fuente de granos
ricos en proteinas vegetales, estd ampliamente distribuida en

todo el mundo.

CARACTERISTICAS TAXONOMICAS DE AMBOS SIMBIONTES

La Planta

La simbiosis con Rhizobium siempre comprende un
miembro de la familia de las Leguminosae como macrosimbionte.
Las leguminosas parecen haberse originado como una familia ar-
borescente tropical surgida en el Cretéceo, y de la cual han
derivado posteriormente los ejemplares herbdceos pequenos, pro
pios de los climas templados (por ejemplo vicias, lotus, tré-
bol, alfalfa). Esta familia agrupa tres subfamilias: Mimosoi-
deae, Caesalpinoideae y Papilionoideae. A su vez la subfamilia
Papilionoideae comprende varias tribus que entre otras agrupan
a aquellas especies de mayor significado econémico, y a las
cuales se las ha estudiado en mayor extensi6én. En el ano 1973
Trinick describié un caso de simbiosis fijadora de nitr&geno
entre Rhizobium spp., y una no leguminosa que primitivamente
fue identificada como Trema aspera, pero que posteriores estu-
dios establecieron que se trataba de un miembro de la familia
Ulmaceae perteneciente al género Parasponia. Este constituye
el Gnico ejemplo comprobado de asociacifn simbib6tica de Rhizo-

bium con un macrosimbionte no leguminosa (8, 9).



La Bacteria

El género Rhizobium, definido como el grupo de bac-
terias capaces de nodular raices de leguminosas, se encuentra
junto con Agrobacterium y Chromobacterium en la familia Rhizo-
biaceae, dentro del orden Eubacteriales (10). Utilizando como
criterio de especie, la selectividad de asociacién simbibtica
(los llamados grupos de inoculacién), se han definido seis es-

pecies de Rhizobium sobre la base de la planta huésped prefe-

rida:
R. leguminosarum R. meliloti
R. trifolii R. lupini
R. phaseoli R. japonicum

Quedan excluidas de esta clasificacidén otras cepas de amplio
rango de huésped de infeccibén aisladas de varias diferentes
plantas, tal como sucede con los grupos de inoculacién de cau-
pi y de lotus.

Los rizobios en cultivos libres son bacilos Gram ne
gativos, que miden entre 0.5 - 0.9 x 1.2 - 3.0 micrones, mévi-
les cuando son j6évenes por medio de flagelos polares o peritri
cos. No presentan endosporos; en cultivos viejos gran parte de
su interior esté8 ocupado por grdnulos de poli-B-hidroxibutira-
to.

En base a sus propiedades culturales se ha estable-
cido dos grupos que han sido denominados de crecimiento répido,
y de crecimiento lento. Los primeros tienen un tiempo de gene-
racién entre 2 y 4 horas; tienden a acidificar el medio de cul
tivo; producen grandes cantidades de gomas solubles que libe-
ran al medio. Est8n comprendidos en este grupo R. leguminosa-

rum, trifolii, phaseoli y meliloti. Los rizobios de crecimiento



lento tienen un tiempo de duplicacién entre 6 y 8 horas; alca-
linizan el medio; producen menos goma que los répidos, pero
ésta es mas densa y adherente. Entre ellos se encuentran R.
japonicum, R. lupini y R. spp. (caupi).

Todos los rizobios son bacterias aerbbicas quimior-
ganotr6ficas y se desarrollan con una temperatura Sptima entre
28 - 30°C en medios de cultivo complejos. El medio de cultivo
mds usado contiene extracto de levadura, manitol y sales (ELM).
Se han encontrado ciertas diferencias metabbélicas entre los
grupos de rizobios de crecimiento r&pido, y lento: los prime-
ros utilizan un rango mayor de fuentes de carbono que los se-
gundos, y disponen de varios caminos metab&licos para su apro-
vechamiento: adem&s de la via de Entner-Doudoroff, poseen las

de pentosafosfatos, y de Embden-Meyerhof (11, 12, 13, 14).

EL ESTABLECIMIENTO DE LA SIMBIOSIS

El primer nivel de interaccibdn entre la raiz y la
bacteria se observa en la rizosfera, en la que, a través de
sustancias que exuda la planta se atrae y facilita el desarro-
llo de los rizobios. Esto conduce a una microcolonizacibén de
la zona pr6xima a la raiz. Las conclusiones de varios autores
no son coincidentes sobre la existencia de selectividad en la
proliferacién rizosférica de una determinada especie de rizo-
bio. Posteriormente algunos rizobios se adhieren polarmente a
la superficie de la raiz. En relacién con los posibles mecanis
mos de esta unién se ha sugerido que las lectinas participarian
en esta etapa de reconocimiento mutuo actuando como un puente

entre ambos simbiontes (15). Esas moléculas, de tipo multivalente,



tendrian capacidad para reconocer y unir, a manera de las in-
teracciones antigeno-anticuerpo, a la superficie radicular

por un lado y a la correspondiente bacteria nodulante por el
otro. En R. trifolii y en R. japonicum los determinantes anti
génicos residirfan en los polisaclridos capsulares de la bac-
teria (16, 17, 18), mientras que en R. leguminosarum otras e-
videncias indican que seria el lipopolisacirido de pared quien
interaccionaria con la correspondiente lectina (19). Esos de-
terminantes serfan de cardcter transitorio dependiendo de la
edad y estado metabdlico de las bacterias. Si bien faltan evi
dencias sobre el rol generalizado de las lectinas, la reacti-
vidad quimica de las mismas las hace un candidato muy probable
en relacibdn con esta etapa de unidén de los rizobios a los pe-
los radiculares (20, 21). Después de la adhesibén el proceso de
infeccibn continGa con el enrulado del pelo radicular. Este
evento parece ser la primera respuesta visible de la planta

al rizobio: se puede alcanzar distintos grados y tipos de de-
formacidén que dependen de la planta, la cepa de Rhizobium y

la porcibén de rafiz implicada. Este efecto también puede ser
provocado por tratamiento de las raices con filtrado estéril
del medio sobre el cual desarrolld el rizobio. También se ha
sugerido gque hormonas vegetales producidas por rizobios, y
exopolisac8ridos de los mismos, que activarian enzimas degra-
dantes de pared, podrian estar implicados (22, 23).

En la base del plegamiento del pelo radicular se
produce la entrada del rizobio por invaginacién de la pared
mediante un mecanismo no conocido. Este proceso en dedo de
guante progresa formando un tubo o "hilo de infeccién" que
encapsula a los rizobios alineados cola con cabeza, mientras

que ya precediéndolo a distancia, se manifiestan cambios en



el tejido cortical de la rafz: un marcado incremento del tama
no de las células externas, y una mayor actividad mit6tica en
las células corticales internas. Ya sea porque el rizobio en
el hilo de infecci6n ha degradado la pared originalmente pre-
sente, o que el crecimiento de la zooglea, matriz interior
del hilo, ha sido m&s rdpido que la deposicién del material
de pared por parte de la célula huésped, ésta y la bacteria
guedan en contacto. A continuacibén los rizobios son liberados
en el interior celular por un proceso que parece ser una endo
citosis. Después las bacterias encerradas en envolturas mem-
branosas producidas por la planta se multiplican activamente,
pudiendo dividirse también en el interior de sus propias mem-
branas envolventes. Si bien no en todas las leguminosas, en
algunas especies como arveja y soja la divisibén de las célu-
las huéspedes se detiene cuando se produce la invasifn o in-
mediatamente después de ello, y comienza a observarse un au-
mento de tamano y un incremento en el nimero de mitocondrias
y plastidos. Por su parte las bacterias se hinchan, alcanzan-
do en algunas especies de rizobios un volumen diez veces el
original, y un aspecto pleomérfico; en soja se produce muy po
co engrosamiento. Finalmente el tejido nodular maduro aparece
contituido por grandes células llenas de bacterias asi modifi
cadas (llamadas "bacteroides") y con mitocondrias y amiloplas
tos en su periferia; se observa la presencia de leghemoglobi-
na y grénulos de almidén pr6ximos a los bacteroides y dentro
de éstos se incrementan (en el caso de los n6dulos de soja)
las inclusiones de poli-B-hidroxibutirato y polifosfato. Para
lelamente ya se detecta actividad de nitrogenasa (23, 24).
Con el término "bacteroide" se hace referencia a

los rizobios que se encuentran en el nédulo que presentan un



aspecto pleomérfico y mayor volumen y poseen actividad de ni-
trogenasa. Un andlisis mds detallado revela otros cambios adi
cionales de tipo fisiolbgico y bioguimico que acompana al pro
ceso de diferenciacibn de las bacterias a bacteroides, a los
cuales se hace referencia mi&s extensa en las secciones siguien

tes.

DIFERENCIAS ENTRE BACTEROIDES Y RIZOBIOS LIBRES

La nitrogenasa

La capacidad de expresar el sistema enzimitico de
la nitrogenasa es el rasgo mds saliente de los rizobios, en
su forma de bacteroides. Dicho sistema ha sido estudiado en
varios tipos de organismos. En todos ellos la reaccidn catali

zada se puede esquematizar de la siguiente manera:

++
Mg

_ P
+ 108 + 16 ATP + 8 e —— 2 NH.T + H. + 16 ADP + Pi

N 4 2

2
Aqui quedan indicadas algunas de las caracteristicas salien-
tes como son la necesidad de poder reductor, una gran demanda
de energia bajo la forma de ATP, y la reduccién concomitante
de protones a hidr6geno molecular.

La nitrogenasa aislada y purificada a partir de va
rios microorganismos fijadores, presenta semejanzas estructu-
rales en todos ellos: dos componentes proteicos separados, am
bos con hierro no heminico, y con una alta sensibilidad al
oxigeno. Uno de los componentes, llamado "dinitrogenasa", com

ponente I o molibdoferroproteina, de peso molecular 220.000 -



240.000 daltons, est& constituido por cuatro subunidades igua
les dos a dos, contiene dos &tomos de Mo, 28 - 32 dtomos de
Fe y 28 &tomps de S &cido-labiles que constituyen centros com
puestos por Fe4S4; MoFe888 (l1lamado cofactor FeMo=-co); y por
FeZSZ' La otra proteina, conocida como dinitrogenasa reducta-
sa, componente II, o ferroproteina, de 56.000 - 66.000 daltons,
estd constituida por dos subunidades iguales y contiene 4 dto
mos de Fe y 4 de S, &dcidos-l8biles. Este componente II es ex-
traordinariamente sensible al O, mucho mds que el componente
I.

Una evidencia de las similitudes existentes entre
las nitrogenasas de distintas especies estd dada por las com-
binaciones cruzadas entre componentes I y II, gue condujeron
en la mayoria de los casos a nitrogenasas activas (25). Esto
ha sido corroborado por los recientes trabajos de Ausubel y
col. (26) que encontraron homologia entre algunas zonas del
DNA en la regidn de los genes nif de distintas especies, se-
nalando el alto grado de conservaciébn de los genes nif a lo
largo de la evolucifn.

El proceso de reduccidén de dinitrégeno a amonio de
manda un gasto minimo de energia equivalente a 2 moléculas de
ATP por cada electr6bn, y es exclusivamente el componente II
el que interactda, con el complejo de ATPMg, para después in-
teraccionar con el reductor. También puede unir MgADP pero
ello conduce a una marcada inhibicién de la catélisis. En el
esquema que se muestra al pie de esta seccibén se indican las

reacciones que tienen lugar en el proceso de reduccién de N2.
No se han aislado intermediarios de la reduccibdn, tales como

N2H2 o} N2H4, pero se ha detectado un intermediario hidruro de

dinitr6geno unido a la enzima (27). En condiciones 6ptimas in



vitro s6lo el 75% del flujo de electrones que son canalizados por
la nitrogenasa va a reducir N2, en tanto el otro 25% son consumi-
dos en la reduccidén de protones a H2 molecular. Esta actividad de
prot6n reductasa también se manifiesta in vivo y es interesante
que algunas bacterias, incluso ciertas cepas de Rhizobium (28, 29),
poseen una hidrogenasa que es capaz de recuperar ese "desperdicio”
de poder reductor.

Como se observa en el esquema, la nitrogenasa es capaz
de reducir varios otros diferentes sustratos, ademds de N2. Una
alternativa que ha resultado de mucha utilidad es el acetileno,
el cual es reducido a etileno. Esto permitid desarrollar un méto-
do de medida de la actividad aplicable tanto en laboratorio como

en investigaciones hechas a campo (30), y le di6 un gran empuje a

los estudios sobre fijacién biolégica de nitr6geno.

MECANISMO DE ACCION DE LA NITROGENASA

(C_H

Z W N

12 ADP

Fdox 2[Fe protelna.ZMgATP]re [MoFe protelna]red N2

Fired 2[Fe protelna.ZMgADP]ox. [MoFe protelna]Ox NH
MgAATP ¢

12 Pi CZHh
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N2+H20

Fd_ MgADP (CH, +NH




Funciones auxiliares del aparato simbibtico para la fijacién

de nitr6geno

El objetivo supremo de fijar nitr6geno, llevado a
cabo por el sistema de la nitrogenasa de los bacteroides, re-
quiere condiciones especiales que son aportadas por la accién
concertada de ambos simbiontes. Asi, se necesita la provisidén
de poder reductor y de energia como ATP, y la nitrogenasa de-
be estar protegida contra la inactivacibén por el oxifgeno. Por
otra parte, el NH4+ producido debe ser transformado en produc
tos orgénicos nitrogenados que constituyen la forma definiti-
va de beneficio simbibftico a la planta. A continuacibn revisa
ré en forma comparativa los componentes y funciones que en am
bos simbiontes participan en estos procesos complementarios
de la fijacibén de nitrbgeno, y otras caracteristicas que acom
panan a la adquisicib6n de estas funciones en el desarrollo

simbi6tico.

Poder reductor. No est8 claramente identificado el proveedor

de electrones para la reaccién de reduccién de N, en los bac-
teroides. Candidatos plausibles son las protefnas, transporta
doras de electrones de bajo potencial redox, ferredoxina, o

flavodoxina, ambos encontrados en bacteroides, ademds de va-

rios otros organismos fijadores de nitr6geno (31). Los elec-

trones de estos componentes son aceptados por la dinitrogena-
sa reductasa (ferroprotefina, componente II). El origen de los
mismos se atribuye a las oxidaciones de los metabolitos carbo
nados por los bacteroides. El transporte de esos electrones a
la ferredoxina o la flavodoxina, requiere segln Veeger y col.

(32) la participaci6én de una membrana energizada que hace atn
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mas negativo el potencial redox original de los donores de e-

lectrones.

ATP y sistemas de transporte de electrones. El ATP, requerido

como vimos en grandes cantidades, se forma en los bacteroides
principalmente por procesos de fosforilacibén oxidativa. Los
rizobios, como ya se dijo son aerobios obligados y en particu
lar carecen de la capacidad de extraer energia por fermenta-
cifn anaerlbica. Los bacteroides participan de esta caracteris
tica, con la particularidad de utilizar para las oxidaciones
celulares, oxigeno molecular en concentracifén extremadamente
baja. La adaptacibén a esta condicidn de microaerobiosis invo-
lucra el reemplazo de algunos componentes de la cadena de
transporte de electrones propios de los cultivos aerobios. En
particular las bacterias aerobias contienen los citocromos a

Y @z, ¥ citocromo O, y una hemoglobina no relacionada con la
leghemoglobina de los n6édulos, todos los cuales desaparecen

en bacteroides. Por su parte los bacteroides (de R. japonicum)
poseen un citocromo c, y dos citocromos identificados como
P450 Yy P420, que no se encuentran en las bacterias aerbbicas.
Se ha propuesto secuencias terminales de transporte de elec-
trones para las dos situaciones descritas anteriormente en co
rrespondencia con los citocromos observados y con el efecto
inhibitorio por cianuro o CO (33). También se han comparado
los citocromos presentes en células crecidas aerSbicamente, o
bien anaer6bicamente con NO3 como aceptor final de electrones,
y se pudo observar que la condicibén de anaerobiosis (m&s bien
que la presencia de NO3) era responsable de la aparicién de
un tipo de citocromos semejante al de bacteroides (34).

Se han descrito dos sistemas de oxidasas terminales



en bacteroides, una de alta y otra de baja afinidad por 02.

Si bien ambas son activas a niveles muy bajos de O2 la oxida-

sa de alta afinidad lo serfa en concentraciones de O2 entre

0.01 y 0.1 uyM y estaria asociada a una muy eficiente fosfori-
lacién oxidativa. Por encima de 1 uM esta oxidasa serfa muy
poco activa y seria reemplazada por otra de baja afinidad por

0] La disponibilidad de un sistema de oxidasa con gran afini

20

dad por O, les permite a los rizobios mantener una oferta de

2

ATP suficiente para el proceso de fijacidén de N, en las condi

2
ciones limitantes en O2 gue imperan en el n6édulo. Otra de las
caracteristicas diferenciales de los dos sistemas de oxidasas
se relaciona con su sensibilidad a algunos inhibidores: el

sistema de alta afinidad para 02 y (contrariamente a lo que

ocurre con el otro) es inhibido por CO, por azida, y por N-fe
nilimidazol. Dado que el N-fenilimidazol es un inhibidor espe

cifico del citocromo P se ha senalado que este citocromo

450
podria participar en el camino de oxidacién. Por otra parte
la oxidasa de baja afinidad serfa una flavoproteina localiza-

da en la membrana celular (35, 36, 37).

Leghemoglobina. La leghemoglobina (LGB) es un producto de la

accién mancomunacda de ambos simbiontes que es esencial para
el activo funcionamiento de los bacteroides en condiciones de
una efectiva microaerobiosis. Las leghemoglobinas estudiadas
son todas proteinas monoméricas de 15.000 - 17.000 daltons de
peso molecular, con protohemo IX como grupo prostético. Se
trata de un componente propio de los n6édulos fijadores acti-
vos, que no se encuentra en otros tejidos de la planta, ni en
bacterias aisladas (38). En el desarrollo nodular aparece en

etapas tardias: en Pisum sativa su aparicién coincide con el



componente I de la nitrogenasa y precede al componente II (39).
En relacién con su localizacién dentro del n6édulo no hay con-
clusiones coincidentes. Es externa a los bacteroides, y segln
Bergersen y Goodchild (40) estaria dentro de las membranas en
volventes en contacto directo con los bacteroides; contraria-
mente Verma y Bal (41) usando técnicas inmunol6gicas observa-
ron su presencia en el citoplasma celular, y no en el espacio
peribacteroidal.

Se sabe por los estudios de Dilworth (42) que la
protefna de LGB est& determinada genéticamente por la planta
huésped. Adem&s Verma y col. (43) han logrado sintetizar apo-
leghemoglobina en un sistema de embrién de trigo utilizando
como RNA mensajero el RNA 9S asociado con ribosomas 80S del
citoplasma de planta provenientes de nédulo de soja. Estos ha
llazgos indican que la cadena peptidica de la hemoproteina
es sintetizada y provista por la planta. Paralelamente hay e-
videncias que indicarian que los grupos hemo serfan sintetiza
dos y provistos por el bacteroide (44). Avissar y Nadler (45)

han observado que R. japonicum en cultivos limitados en O, es

2
capaz de excretar copro y protoporfirinas al medio de cultivo,
y de incrementar marcadamente la actividad de algunas enzimas
del metabolismo del hemo. Esto Gltimo reforzarfa el propuesto
rol de los bacteroides como potenciales proveedores de 1los
grupos hemo para la formacién de la holoproteina LGB. La sin-
tesis concertada de la LGB apareceria como una clara manifes
tacibébn de la simbiosis a nivel molecular.
La LGB puede oxigenarse reversiblemente:
FeII-LGB + 02———€>FeII—LGB.02, y la concentracién de O2 libre

(disuelto) que semisatura la protefna es 0.07 uM. Mediante la

espectrofotometria de tejido intactos de n6dulos de soja se



determiné que, in vivo, normalmente 20 - 25% de la LGB est4

oxigenada (46); la correspondiente concentracién de O, libre

2

en equilibrio, serfa de aproximadamente 0.01 uM. La LGB actua

rfa como un transportador de 0O, facilitando su difusién hacia

2

los bacteroides (47), a los cuales llegaria con una concentra
ci6én (libre) 6ptima para el ya mencionado sistema de oxidasas
terminales de alta afinidad por 02, y muy eficientes en la
produccién de ATP. La LGB presente en alta concentracidén en
el entorno de los bacteroides (m4s de 1 mM (38) ) serviria

también para mantener un reservorio importante de O, secues-

2

trado, en equilibrio con niveles de O, disuelto libre dentro

2

de limites permisibles para la estabilidad de la nitrogenasa.
SegGn Wittenberg (47), tres factores: la barrera difusional

de la corteza del n6dulo para la entrada del O la difusién

2[
facilitada de O2 por la LGB a bajas concentraciones de O2 1i-
bre, y la capacidad de los bacteroides de un alto consumo de

O, aln a bajas concentraciones, que conducen a una abundante

2
producciédn de ATP, se conjugan en el nédulo simbibtico para
la proteccibn de la nitrogenasa; a través de ellos se mantie-
ne una muy baja concentracién de O2 libre en el seno de los

bacteroides, compatible con la estabilidad del sistema enzimd

tico.

Requerimientos de nutrientes. Los bacteroides requieren una

constante provisi6n de nutrientes para satisfacer las deman-
das de ATP y poder reductor de la actividad fijadora de N2.
Minchin y Pate (48) han estimado en arveja que del total de
fotosintatos producidos por la planta, 32% llegan al nédulo

a través del floema, de los cuales mds de un tercio (12%) son

consumidos en el metabolismo energético y se eliminan como C02.



Los principales productos de la fotosintesis que llegan a la
rafz son sacarosa y glucosa, y en el n6dulo se los encuentra
junto con otros azficares en proporciones menores COMO m-inosi
tol (49). Si bien los bacteroides de soja carecen de inverta-
sa, la sacarosa podria ser utilizada indirectamente a través
de su hidrb6lisis por una invertasa muy activa de las células
vegetales del n6édulo (50). Trinchant y Rigaud (51) encontra-
ron que los bacteroides aislados de vicia eran capaces de man
tener actividad reductora de acetileno metabolizando glucosa
y sacarosa, en condiciones de presiones parciales de O2 por
debajo de 30 mm Hg. Si bien no se conoce completamente los po
sibles caminos degradativos de la glucosa en bacteroides, se
supone que deben transcurrir por las vias encontradas en rizo
bios libres (13). Se ha observado que los niveles de la acti-
vidad de nitrogenasa en los nédulos reflejan las fluctuacio-
nes en la produccién y disponibilidad de fotosintatos de la
planta durante perfodos de oscuridad o escasa luminosidad, pe
ro que la actividad persiste sin llegar a anularse. Esto ha
inducido a pensar que los bacteroides recurren a alguna forma
de reserva energética. Los bacteroides de R. japonicum y algu
nas otras especies contienen poli-f8-hidroxibutirato (PHB) en
proporcibén de hasta 30 - 50% de su peso seco. Este polimero
carbonado se acumula en algunas especies de Rhizobium no s&lo
en sus bacteroides, sino también en cultivos saturados en vi-
da libre (52). Evans y col encontraron actividad de PHB-depoli
merasa y B-hidroxibutiratodeshidrogenasa (HBDH) en bacteroides
de soja, pero sus resultados no les permitia concluir que la
reserva de PHB utilizable a través de esas enzimas era sufi-
ciente para mantener valores altos de actividad de nitrogena-

sa en condiciones de oferta limitada de carbohidratos por



parte de la planta. Lo que si fue demostrado es que B-hidroxi
butirato (HB) es un sustrato apto péra proveer electrones y
energla para la actividad de nitrogenasa en bacteroides aisla
dos de soja (53). En experimentos in vitro, se ha observado
gue una serie de 4cidos di y tricarboxilicos, y especialmente
succinato, son satisfactoriamente utilizados por distintos

bacteroides para sostener su actividad de nitrogenasa (54).

Asimilacibn del nitr6geno fijado. El amonio, producto inmedia

to de la fijacién del nitrb6geno, es transformado en el nédulo
en compuestos org&nicos nitrogenados, que son exportados al
resto de la planta por el sistema vascular del xilema. Scott
y col. (55) han propuesto que serfan las enzimas de la planta
las que asimilarfan el amonio, producido y secretado por los
bacteroides dentro de los n6dulos de R. lupini. Durante el de
sarrollo del nédulo las actividades de las enzimas glutamina
sintetasa, glutamato sintasa, y asparagina sintetasa, se in-
crementan en la fraccién del citoplasma vegetal pero no en
los bacteroides; las mismas conducirian a la sintesis de aspa
ragina que en muchas leguminosas es el producto de exporta-
cibén del n6dulo. Por otra parte, y en un mismo sentido, se ha
observado que los bacteroides aislados de soja secretan al me
dio casi todo el amonio fijado (56), y de manera similar suce
de con el N2 fijado por los rizobios desreprimidos en culti-
vos libres (57, 58). Shanmugan y col. (59) han sugerido que
las enzimas bacterianas relacionadas con la asimilacién de a-
monio estarfan, en el estado bacteroide, anuladas, lo cual
conducirfa a una casi exclusiva exportacién del N, fijado. En
este aspecto los rizobios diferirfan significativamente de o-

tras bacterias fijadoras no simbi6ticas, como por ejemplo



Klebsiella, Azotobacter, Clostridium, y algas azul-verdes.

Nitrato reductasa. Bacteroides extraidos de nédulos de soja

tienen una nitrato reductasa muy activa. Cheniae y Evans (60)
encontraron una correlaciétn de los niveles de esta actividad

con la capacidad fijadora de N, y el contenido de leghemoglo

2
bina. Daniel y Appleby (34) detectaron también niveles altos
de nitratoreductasa junto con la ausencia de nitrito reducta
sa, sugiriendo que la primera seria una enzima del tipo res-
piratorio o disimilatoria. Rigaud y col. (61l) mostraron que

la reduccién de nitrato podfa sostener la actividad de nitro
genasa de bacteroides de soja, en anerobiosis. No se compren
de cuil seria el fol fisiolbgico de esta nitrato reductasa

sobre todo si se tiene en cuenta que el nitrito que produce

Yy que se acumula es un potente inhibidor de la nitrogenasa;
mutantes de R. spp. (caupi) 32HI carentes de nitrato reducta

sa fueron capaces de nodular y fijar N, (62).

2

Acidos nucleicos, capacidad de biosintesis de macromoléculas

y viabilidad. Entre otras importantes diferencias con los

rizobios en cultivos aerobios, los bacteroides maduros de né
dulo muestran una decrecida sintesis de proteina (63). Esta
menor actividad biosintética se corresponde con el carécter
de reposo de esa poblacién bacteriana. En estudios tempranos
se crey6 poder justificar los cambios observados en base a
una disminucién en el contenido de DNA de los bacteroides
(64). Paralelamente se encontré que los bacteroides extraf-
dos de n6dulos de soja tenfan una muy baja capacidad de for-
mar colonias en agar ELM (menos de 0.02% de los bacteroides

fueron viables (65) ). Posteriores estudios (66) en los que



por citofluorometria de flujo se media el contenido individual
de DNA de los bacteroides, revelaron que las poblaciones de
éstos presentaban distribuciones de DNA que no explicaban la
baja viabilidad. También se encontrd que la viabilidad de 1los
bacteroides (de R. lupini) dependia de la osmolaridad del me-
dio, y que concentraciones aumentadas de manitol permitfan lo-
grar una alta viabilidad (67). Rolfe y col. (68) mostraron que
los bacteroides obtenidos de protoplastos aislados de n&édulos
de trébol fueron viables en un 90%, y, Tsien y col. (69) encon
traron una alta viabilidad en los bacteroides de soja cultiva-
dos en medio ELM, la cual era independiente de la edad de las
plantas y de la cepa de R. japonicum.

La mayor sensibilidad osmética de los bacteroides
comparados con las bacterias (senaladas anteriormente) podria
corresponderse con diferencias en la pared celular de unas y
otros, observadas en R. leguminosarum por Van Brussel y col.

(70).

Controles de la simbiosis

El proceso del establecimiento de la simbiosis co-
mienza en la superficie del pelo radicular, y a través de una
secuencia ordenada de varias etapas culmina en la formacién
de un n6dulo altamente especializado en la fijaci6én de nitré6-
geno molecular. Factores genéticos y fisiol6gicos de ambos
simbiontes, en interaccién con el medio ambiente dirigen y
controlan el desarrollo exitoso de la simbiosis, en distin-
tas etapas definidas del proceso. Generalmente los casos en

que no hay formacibén de n6édulos se dice que el simbionte es



no infectivo mientras que en aquéllos en que los nédulos re-
sultantes no son fijadores de N2 se los denomina ineficientes.
Se han identificado posibles puntos de control en los tres
tramos principales del desarrollo simbibtico: preinfeccién;
infeccién y desarrollo del nédulo; y funcionamiento del nédu-
lo (23) y es posible encontrar para cada nivel alteraciones
cuyas causas residen en uno u otro de los simbiontes. En rela
cién con la planta Nutman (71) seleccioné algunas lineas de
trébol que eran resistentes a la infeccibén por R. trifolii,

no obstante las raices retenfian el efecto estimulante sobre

la proliferacibén de los rizobios en la rizosfera y la capaci-
dad de enrulado de los pelos, pero no se observaron hilos de
infecci6én. Por otra parte, en soja se ha llegado a identifi-
car cuatro genes que afectarian la fijacién simbi6tica de N2:
el llamado rjl confiere resistencia a la nodulacién por R.
japonicum, y los rj2, rj3 y rj4 estarfan asociados con la pre
sencia de nb6dulos pequenos, blancos (sin leghemoglobina e ine
ficientes (72, 73) ). También se ha estudiado la influencia
del microsimbionte: Maier y Brill (74), empleando técnicas ge
néticas aislaron mutantes de la cepa parental efectiva de R.
japonicum, 61A76 con diferentes comportamientos simbiéticos;
algunos de esos mutantes fueron no infectivos; otros induje-
ron la formacién de n6dulos que no tenfian actividad de nitro-
genasa y un aspecto interno que indicaba ausencia de leghemo-
globina, y un tercer tipo cuyos nédulos ineficientes contenfan
leghemoglobina. Resulta interesante en ese trabajo gue un mu-
tante no infectivo y otro ineficiente fueron capaces de expre
sar la nitrogenasa en cultivos libres. Estos resultados ponen

en evidencia que no es necesario que haya fijaci6én de nitrSgeno

para que se forme leghemoglobina en el n6dulo, y por otra



parte que el proceso de diferenciacién en el nédulo puede re-
guerir eventos que ocurren en etapas tardfas del desarrollo y
cuyo defecto impide la expresién simbib6tica de la nitrogenasa.
También Dénarie (75) observ6 en estudios con mutantes auxotro
fos de R. meliloti ineficientes la interrupcién del proceso
de diferenciaci6n en etapas avanzadas del mismo: mutantes au-
xotrofos respecto a adenina (Ade ) estaban blogueados en 1la
transformacién de bacteria a bacteroide, mientras que en una
etapa precedente en el desarrollo del n6dulo, mutantes auxo-
trofos para uracilo (Ura ) eran incapaces de multiplicarse
después de haber penetrado en la célula huésped. En trébol
Pankhurst (76) ha descrito el comportamiento de mutantes de R.
trifolii algunos de los cuales dan lugar a alteraciones en e-
tapas intermedias del proceso simbi6tico: tal como la capaci-
dad para progresar en el hilo de infeccién, o para evolucio-
nar en el interior de la célula vegetal. Por otra parte la
planta controla esta etapa intermedia determinando la propor-
cibén de hilos de infeccifn gue culminar&n exitosamente en un
nédulo o abortardn (77). Finalmente el funcionamiento particu
lar de cada simbionte en el n6dulo formado puede originar dis
tintos grados de eficiencia en el aprovechamiento del N2 fija
do. Se han seleccionado lineas de plantas de alfalfa y soja
(78, 79), y cepas de rizobios con una incrementada capacidad

de incorporacién del N, fijado simbibticamente a la biomasa

2
(80). En este sentido las cepas de rizobios gque poseen la en-
zima hidrogenasa aparecen como mas eficientes, al ser capaces
de recuperar parte de la energia perdida a través de la libe-
racién de H, por la nitrogenasa (81).

Estos ejemplos ilustran el grado de complejidad

del proceso de la simbiosis, en que dos organismos, un eucariote



y otro procariote, se reconocen y se dan senales y respuestas
a lo largo del proceso, y donde el cumplimiento ordenado de
las sucesivas etapas es condicifn para el logro de un aparato

diferenciado con nuevas e importantes funciones.

LA NITROGENASA EN AUSENCIA DE PLANTA HUESPED

Los primeros intentos exitosos para lograr la ex-
presibén de la actividad de nitrogenasa en Rhizobium en condi-
ciones in vitro, fueron obtenidos inoculando cultivos de célu
las de soja con cepas de R. japonicum o caupi (82, 83). En el
ano 1975, se informaron los resultados que mostraban que tam-
bién habia produccibén de nitrogenasa en rizobios asociados a
cultivos de plantas no leguminosas (84, 85), sugiriéndose que
si algln factor difusible producido por la planta era requeri
do para la desrepresibén de la nitrogenasa, el mismo no estaba
limitado a las leguminosas. Posteriormente en ese mismo ano
varios laboratorios informaron casi simult&neamente la obten-
cibébn de actividad de nitrogenasa en cultivos puros (en ausen-
cia de planta) de algunas cepas de Rhizobium japonicum y de
Rhizobium sp. (caupi) (86, 87, 88, 89), y definfan a la condici6n
de microaerobiosis como un requerimiento indispensable para
gue ello ocurra (90, 91, 92). Estos resultados establecieron
en forma concluvente gque Rhizobium posee toda la informacién
genética necesaria para la nitrogenasa.

Un determinante principal de la actividad y sinte-
sis de la nitrogenasa o contrariamente su represién e inhibi-
cibén es el nivel de 02, muchas observaciones asi lo corrobo-

ran. Asi, Keister (91) estableci6 en ensayos de induccién en



medio 1liquido que se debia lograr un ajuste cuidadoso entre
la concentracién de O2 de la fase gaseosa y la densidad de ri
zobios del cultivo para desreprimir y obtener altos valores
de actividad nitrogenasa. En los cultivos aer6bicos sobre me-
dios sb6lidos agarizados, tal como fue descrito en los prime-
ros experimentos (86, 87, 88), es probable que la nitrogenasa
esté restringida a las bacterias de la zona interna de la co-
lonia, donde una difusién limitada de O2 y el propio consumo
de las capas externas, que actuarfan como atenuador,e internas,
autorregularian la microaerobiosis. Utilizando el sistema de
cultivos continuos en quimiostato, Bergersen y col. (92) en-
contraron que la actividad de nitrogenasa en la cepa de R. sp.
CB756, es detectable cuando la concentracién de O2 disuelto

era de 1 uM, y que si se omitfia el aporte de succinato en el

medio de cultivo mientras se mantenia el aporte de O la con

2
centracibn de O2 se elevaba y la actividad de nitrogenasa de-
clinaba hasta anularse. Esto sugiere que la concentracibén e-
fectiva de O2 que rodea a los rizobios estd determinada por
un balance entre los procesos difusionales de aporte de 02, Yy
la propia capacidad de consumo respiratorio dependiente a su
vez de la disponibilidad de sustratos rdpidamente oxidables,

y por la densidad de células del cultivo que lo llevan a cabo.
Por otra parte Pankhurst y Craig (93) observaron que en un cul
tivo de rizobios incluifidos en una capa de agar blando sobre o
tra de medio sb6lido en atmb6sfera de aire, desarrollaban tres
zonas de bacterias que se diferenciaban morfol6gicamente en-
tre si. Los rizobios de la zona media eran morfolSgicamente
muy semejantes a los bacteroides de n6édulo. La posicién de

esa capa se modificaba con los niveles de O, presentes en la

2

atm6sfera superior, asi a medida que se incrementaba el O2 se



desplazaba a zonas mis profundas del agar en que la concentra
cién de O2 resultara permisible para la expresién de la nitro
genasa. Complementariamente a estos trabajos se ha observado
que niveles altos de O2 no s6lo inactivan irreversiblemente
la nitrogenasa, sino ademés reprimen su sintesis (92, 94).
Los posibles mecanismos de este efecto fueron explorados en
un interesante trabajo de Lim y col. (95) que relaciona la ex

presidn de algunas enzimas en microaerobiosis con nuclebtidos

ciclicos. En particular observaron que el agregado de cGMP
(pero no los otros nucle6tidos ensayados) a un cultivo micro-
aerobio con nitrogenasa desreprimida provocaba una inhibicidn
de la sintesis de nitrogenasa, y hallaron gue los niveles de
CGMP intracelulares en condiciones microaerobias eran signifi
cativamente inferiores a los detectados en aerobiosis. Esto

sugiere que el O, podria estar controlando la expresibn de la

2
nitrogenasa a través de los niveles de un intermediario que
podria ser sensible al estado redox de las células.

Con relacibn a los requerimientos de sustratos en
el medio de desrepresidén se ha establecido por una parte que
las exigencias de fuentes carbonadas no son muy estrictas. En
los primeros ensayos se vi6 que los mejores valores de activi
dad se encontraron con arabinosa y succinato; posteriores ex-
perimentos demostraron que un amplio rango de hexosas y pento
sas resultaban aptos, asi como también otros intermediarios
del ciclo de &cidos tricarboxilicos tales como piruvato, mala
to (96). Scott y col (94) estudiaron el efecto de distintas
fuentes de carbono sobre la sintesis y actividad de nitrogena
sa por R. japonicum cepa 110, en microaerobiosis. La sintesis

de nitrogenasa era menor con glicerol o manitol que con gluco

nato, en tanto con glutamato la sintesis era semejante a la



situacién de gluconato, pero el sistema no era activo. Para lo
grar.su activacién se debia suplementar con gluconato o hidré-
geno molecular.

En relacién con la presencia de compuestos nitroge-
nados en el medio de cultivo, Rhizobium presenta un comporta-
miento particular que lo diferencia de otras bacterias fijado-
ras como Klebsiella, Azotobacter y Azospirillum. Nitr&geno fi-
jado en niveles bajos estimula el crecimiento y la actividad
de nitrogenasa; ello ocurre con compuestos ya sea bajo la for-
ma de aminodcidos como glutamina, glutamato o asparagina, o co
mo amonio. Se han ensayado cultivos con hasta 30 mM de amonio
sin que se observe pérdida de actividad de nitrogenasa tal co-
mo ocurre en las otras especies fijadoras. Se ha establecido
que los rizobios usarian muy poco del nitrégeno que fijan para
su propio crecimiento y el resto seria excretado al medio como
NH +

4

rre en bacteroides aislados (54, 58). Esto dltimo estaria de a

en su casi totalidad y de manera semejante a lo gue ocu-

cuerdo con la hipStesis de que la asimilacién del amonio en

compuestos orgdnicos en el n6dulo transcurra a través de siste
mas enzimdticos provistos por la planta, y sugirié que el con-
trol de la nitrogenasa por amonio podrfa ser distinto al meca-
nismo que opera en Klebisiella pneumoniae. En esta Gltima la

expresifn de la nitrogenasa estd@ regulada a través de la gluta
minasintetasa y su estado de adenililacién (97). Bergersen (98)
empleando cultivos continuos de la cepa Rhizobium sp. CB756 en
contr6 que la adenililacién de la glutaminasintetasa en presen
cia de amonio era dependiente del nivel de O2 disuelto en el

medio. Asi, incrementando el suministro de O2 a un cultivo con

amonio 10 mM, también aumentaba la proporcién de glutaminasin-

tetasa adenililada y concomitantemente se anulaba la actividad



de nitrogenasa. Si por el contrario se reestablecifia la condi-
cién de bajo oxigeno la proporcién de glutaminasintetasa ade-
nililada caia antes que la actividad de nitrogenasa aumentara.
Por otra parte estudios genéticos también han relacionado a
la glutaminasintetasa, Ludwig y Signer (99 ) obtuvieron mutan
tes de Rhizobium sp. 32H1 auxotrofos para glutamina y con ba-
ja actividad de glutaminasintetasa, los cuales inducian la
formaci6én de nédulos inefectivos y no se desreprimian en vida
libre. De los revertantes aislados que recuperaron la capaci-
dad de sintesis de glutamina, sb6lo dos recuperaron la capaci-
dad de produccién de nitrogenasa. Estos serfan los mutantes
que adquirieron una glutaminasintetasa con las funciones cata
liticas y regulatorias. Se ha descrito la existencia de dos
tipos de enzima glutaminasintetasa en Rhizobium sp. 32Hl1: glu
taminasintetasa I y II. La primera estaria involucrada, a tra
vés de su adenililacibédn reversible, en el control de 1la expre
si6n de los genes de la fijaci6bn de nitr6geno (genes nif) en
condiciones simbib6ticas y en cultivos puros. Ademds se aislé
un mutante con glutaminasintetasa I no adenililada constitutil
vo y cuya adenililacién no era estimulada por NH4+ tal como
ocurre en la cepa salvaje, el cual se comportaba como nitroge
nasa constitutiva (100, 10l1). Las evidencias disponibles esta
rian indicando que en el mecanismo de control de nitrogenasa
en Rhizobium estarfa implicada en la glutaminasintetasa, y
que el control por O2 serfa mis relevante que por NH4+.

Otro compuesto nitrogenado cuyos efectos han sido
estudiados es el nitrato y se determin6 que es el producto de
su reduccibén (nitrito) quien inhibe la nitrogenasa; se ha ob
servado que mutantes de R. japonicum que carecen de actividad

de nitratoreductasa y en consecuencia no producen nitrito,



son insensibles a la presencia de nitrato y sus niveles de ac
tividad de nitrogenasa son comparables a los de la cepa origi

nal (62, 94).

LOGROS Y PERSPECTIVAS DE LOS SISTEMAS ASIMBIOTICOS

Las cepas de Rhizobium capaces de desreprimirse en
cultivos libres estdn restringidas a un grupo limitado en re-
lacién con el conjunto de cepas estudiadas. Estdn comprendi-
das preferentemente cepas de rizobios de crecimiento lento: R.
japonicum y Rhizobium sp. (caupi) y el ndmero se ha ido incre
mentnado en la medida que se hacian nuevos ensayos y se logra
ba determinar las respectivas condiciones 6ptimas de desrepre
sién. Dentro del grupo de los rizobios de crecimiento répido
se han descrito algunas cepas de R. leguminosarum y una cepa
de R. meliloti con capacidad para manifestar actividad de ni-
trogenasa en cultivos puros (102). Es posible que se incorporen méas
cepas de rizobios a la lista disponible, a medida que se esta
blezcan las condiciones y requerimientos particulares de cada
una para que la nitrogenasa se exprese activamente.

Los estudios sobre la nitrogenasa en estos siste-
mas controlados, en ausencia de la planta huésped, han permi-
tido encarar aspectos relacionados con la regulacién de la ni
trogenasa en Rhizobium, y observar en los mismos algunas seme
janzas con los bacteroides de n6dulo. Se ha observado en am-
bos casos que la nitrogenasa se expresa en condiciones de ni-

veles muy bajos de O el N, fijado es exportado principalmen

27 2
te como NH4+; se han detectado sistemas de oxidasas termina-

les de alta afinidad y ambos tienen similares conjuntos de



enzimas relacionadas con el metabolismo de NH, (103).

Como se ha descrito aqui en secciones anteriores,
cuando Rhizobium experimenta la transformacién de bacteria a
bacteroide en el interior del nédulo, se expresan una serie
de caracteristicas diferenciales gque acompanan a la de nitro
genasa: cambios morfolbgicos, enzimdticos y fisiol6gicos de-
finen al estado simbi6tico del rizobio. Este proceso de dife
renciacién puede ser ahora estudiado en ausencia de planta
huésped en los rizobios desreprimidos en cultivos puros y
compararlo con aquéllos observados en simbiosis. Esto permi-
tiria establecer qué cambios que comlGnmente acompanan a la
expresién de la nitrogenasa podrfan estar provocados por la
planta, o por el microambiente nodular, y no estar necesaria

mente asociada a la actividad nitrogenasa.

OBJETIVO DE ESTE TRABAJO

Nos hemos propuesto estudiar el proceso de expre-
sién de la nitrogenasa de Rhizobium japonicum 110, en condi-
ciones no simkibticas. Exploramos asi los requerimientos, en
particular de di6éxido de carbono, para que tenga lugar la ma-
nifestacién de la nitrogenasa activa, y estudiamos la relacién
de dicho proceso con otras propiedades, caracterfsticas de los
bacteroides simbi6ticos, como la densidad boyante, el contenido

de poli-B-hidroxibutirato y la actividad de nitrato reductasa.
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CEPAS DE RIZOBIOS ENSAYADAS

Rhizobium meliloti:

- cepa U45, Laboratorio de Control de Inoculantes, Ministe-
rio de Agricultura, Replblica Oriental del Uruguay.

- cepa Rmll, cedida por el Dr. J. Olivares, Departamento de
Microbiologia, Estacién Experimental del Zaidin, Granada,

Espana.

Rhizobium sp. (caupi):
- cepa 32H1, cedida por el Dr. J. Burton, Nitragin Co., Es-

tados Unidos de Norteamérica.

Rhizobium japonicum:
- cepa 3I1bl10, cedida por el Dr. D. Weber, Departamento de

Agricultura de Estados Unidos de Norteamérica (USDA).

Las cepas fueron mantenidas a través de sucesivos
repiques mensuales en el medio ELM. El medio ELM (extracto
de levadura, manitol y sales) fue preparado a partir de solu
ciones stock de acuerdo a lo siguiente (104):

Solucién stock Concentracién

en el medio

Extracto de levadura (Difco) 4 % 0.4 g/litro
Manitol 10 % 10

Mgso0,, 2 % 0.2

KZHPO4 5 % 0.5

NaCl 1 % 0.1

El medio sb6lido contenia 1.5% de agar, y 1 ml de

solucibn de Rojo Congo (1:400) por 100 ml de medio.



La esterilizacidn se hizo en autoclave a 120°C, 15

minutos.

CULTIVO DE PLANTAS LEGUMINOSAS EN SIMBIOSIS CON RIZOBIOS

El cultivo de plantas se realiz6 en macetas conte-
niendo vermiculita o perlita como soportes, para lo cual fue-
ron lavadas repetidas veces con agua corriente y esteriliza-
das en autoclave durante 2 horas a 120°C.

Las semillas de leguminosas fueron esterilizadas

con HgCl y alcohol etilitico (104); enjuagadas varias veces

X
con agua destilada estéril y colocadas sobre un soporte de me
dio mineral agarizado exento de nitr6geno, y en un lugar oscu
ro para su germinacidén.

Las semillas que desarrollaron una pequena raiz,
fueron transferidas a un erlenmeyer que contenia un inéculo
lfiquido de aproximadamente 3 x lO9 rizobios/ml. Después de
permanecer durante 1 hora a 28°C con agitacibén suave, se las
transfirié a macetas de 14 x 14 cm, que contenian vermiculi-
ta o perlita estéril. Las macetas colocadas dentro de bande-
jas pléasticas de 30 x 40 x 13 cm, eran mantenidas en una céa-
mara de cultivo de plantas con temperatura controlada (24°C),
y ciclo de luz dia-noche (16 - 8 horas).

El riego de las plantas se hizo agregando liguido
a los recipientes plasticos que contenian las macetas para lo
cual tres o cuatro dias a la semana se us6 agua destilada es-
téril, y dos veces un medio mineral estéril exento de nitrége
no fijado compuesto por (m); MgSs0, 2; (PO4)2Ca3 5; KH2PO4 1;

EDTA-Fe 0.1 (en hierro), y microelementos (uM): MnCl2 9.14;

H3BO3 46.2; ZnCl2 0.8; CuCl2 0.30; NazMOO4 0.1.



En este sistema de cultivo de plantas de soja va-
riedad Bragg inoculadas con R. japonicum, mostraron sus pri-
meros n6dulos entre 12 - 15 dias después de la inoculacién,
y la etapa de floracién se observaba entre los 55 - 60 dias.

En los distintos ensayos se incluyeron controles

de plantas que no habfan sido inoculadas.

EXTRACCION DE BACTEROIDES DE NODULOS

Los n6dulos fueron extraidos de lotes de plantas
.de soja de 42 - 45 dias, que habian sido inoculadas con R.
japonicum cepa 110, y cultivadas en las condiciones descri-
tas anteriormente. A medida que se sacaban los n&édulos eran
colocados en agua helada, y finalmente se los lavaba dos ve-
ces con agua destilada fria. Inmediatamente los n6dulos eran
homogeneizados con la ayuda de un mortero, en presencia de
polivinil pirrolidona insoluble (Sigma), y buffer con la si-
guiente composicién (105): PO,K 0.05M; sacarosa 0.3M; ascor-
bato de sodio 0.2M, y acetato de Mg 5mM, pH 7.5. La pasta ob
tenida fue filtrada a través de cuatro capas de gasa, y el
filtrado se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos para e-
liminar restos de tejido vegetal. El sobrenadante era centri
fugado nuevamente a 6000 rpm durante 15 minutos, y el pellet
constituido por bacteroides era finalmente resuspendido en
buffer. Todas las etapas de la preparacién se realizaron en
una cdmara fria a 4°C. En los experimentos de medida de acti
vidad de nitrogenasa en bacteroides, todas las operaciones
preparativas fueron realizadas en anaerobiosis, para lo cual

se gasearon las soluciones con N2, y se emplearon tubos de



centrifuga de vidrio provistos de tapa rosca con agujero cen-
tral y septum de goma que permitia tomar y extraer muestras

con jeringa en anaerobiosis.

SISTEMA DE CULTIVO MICROAEROBIO PARA LA DESREPRESION DE LA

NITROGENASA

A. Esquema del aparato

1. Cilindro conteniendo la mezcla microaerobia. Las mez-
clas fueron, en algunos casos, preparadas especialmen-
te por La OxifIgena, y en otros realizadas en el labora-
torio a partir de una mezcla N2:CO2 (99:1%), vy O2 pu-
ro. Para este dltimo caso se determinaban por caida de
presidn en capilares calibrados los caudales respecti-
vos que se mezclaban en un frasco burbujeador con agua
antes de entrar+al frasco de cultivo. En ambos casos
los niveles de O2 eran medidos por cromatografia gaseo
sa.

2. Regulador de presi6n con salida m&xima hasta 2 Kg/cm2

3. Filtro de esterilizacidn de gases realizado con un tu-
bo de vidrio de 20 x 4 cm, relleno con algoddén y fibra
de vidrio.

4. Burbujeador con agua destilada estéril. En los ensayos

en los que se estudid el efecto del CO, sobre la nitro

2

genasa, la linea de gaseado con la mezcla carente de

co incluia un burbujeador con KOH 40%, entre los pun

2l
tos 3 y 4.

5. Frasco de cultivo, con barra magnética agitadora y con



- 35 -

Esquema del aparato




tapén de goma perforado a través del cual pasaba un tubo
de vidrio que pescaba en el medio de cultivo y por el
cual se hacifia burbujear la mezcla gaseosa microaerobia.
Los recipientes y los respectivos voldmenes de cultivo

ensayados fueron:

Volumen del erlenmeyer (1) Medio de cultivo (ml)
0.5 120
1.0 200 - 250
2.0 600

6. Tubuladura lateral de 1 cm de largo, con tapén de goma
tipo penicilina a través del cual se extrafan muestras
de cultivo con jeringa. El septum era esterilizado ex-
ternamente repetidas veces con etanol 96% antes de la
toma de muestras.

7. Agitador magnético regulable.
Los elementos 3, 4, 5 y 6 eran esterilizados en au
toclave a 120°C durante 15 minutos. El aparato se mantenia

en una estufa termostética.

Medioc de cultivo (MDG, MDA)

Medio de desrepresidén con gluconato (MDG): Este medio fue

preparado parcialmente con soluciones stock concentradas;
en todos los casos se usaron drogas de alta pureza quimica,

y agua bidestilada estéril.
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Solucién stock Concentracién final

Sales
Mgso, (Merck pa) (40 mM) 0.4 mM
Citrato Fe (BDH) (10 mM) 0.1 mM
Na2M004(Merck pa) (1.5 mM) 15.0 uM
KH2P04 (BDH) 12.5 o 25 mM

Fuente de carbono

succinico (como succi-

nato de Na) (Sigma) (0.5 M) 10 mM (1,18 g/1)
glucbnico (como gluco-

nato de Na (Hopkin y

Williams) 13 mM (3 g/1)

Fuente de nitrdgeno fijado

glutamato (como gluta-

4.6
mato de K) (Merck) (50 g/1) 68 mM (1 g/l)

El pHE del medio era ajustado a 6.8 con NaOH antes
de la esterilizacidn en autoclave a 120°C, 15 minutos; des

pués de ésta no se observaba variacién de pH.

Medio IMDA: En éste se reemplazb6 el gluconato del medio MDG
por arabinosa (D(-)-Arabinosa, Sandoz Ltd., Suiza), la cual
era agregada al resto de medio estéril a partir de una solu
cién estéril concentrada de arabinosa (150 g/1). La solu-
cibén de arabinosa se esterilizé a través de filtro Millipore
(0.2 u). La concentracién (p/v) de arabinosa en el medio de

cultivo fue al igual que gluconato de 3 g/1 (20 mM).



C.

Inoculacibn y cultivo

El cultivo microaerobio se iniciaba inoculando el
medio fresco con un cultivo aerb6bico de rizobios en etapa
logaritmica tardia en el mismo medio de desrepresibén, y
equivalente a un 5% del volumen a inocular, que proporcio-
naba una concentraci6n inicial de aproximadamente 106 rizo
bios/ml de cultivo. La inoculacién se realiz6 en una céma-
ra estéril con flujo laminar. Inmediatamente se iniciaba
la agitacién magnética del medio, 200 rpm, y el pasaje de
la mezcla microaerobia con un caudal entre 20 y 30 ml/minu
to. El tiempo de equilibracidén de la composicién de la fa-
se gaseosa determinado por cromatografia gaseosa fue de 4
hs. (véase figura 1). La incubacién se hacia en una estufa
de aire seco a 28 - 30°C.

A lo largo del cultivo, que en algunos casos exce-
dia los quince difas, se tomaron muestras para su aislamien
to en placas con medio ELM y/o agar nutritivo (medio NB,
Difco), con el objeto de detectar posibles contaminaciones.
Estas fueron observadas en muy pocos experimentos, cuyos

resultados fueron desestimados.

Medida del crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano fue seguido en alfcuotas
del cultivo de acuerdo a dos criterios: absorbancia, con-
centracibén de proteinas bacterianas, y en un experimento
por recuento de colonias.

Absorbancia: La absorbancia de 1 ml de cultivo se determi-

ndé en un espectrofotémetro Beckman Du a 500 nm, empleando
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agua destilada como blanco (la absorbancia del medio era
despreciable). En aquellos casos en que los valores supe-
raban el valor de 0.800 unidades de absorbancia, la mues-
tra se diluia con agua destilada.

Proteinas bacterianas totales: Se determinaron por el mé-

todo de Lowry modificado para microorganismos que incluye
una digestidén previa de la suspensibn bacteriana en NaOH
0.5 M en un bano marfa a 100°C (106). Como estdndar de ca-
libracibén del método se utilizé una solucién de seroalbGmi
na bovina (Sigma). Las muestras de cultivo de rizobios eran
centrifugadas a 8000 rpm durante 20 minutos en una centri
fuga Sorvall; el sedimento de bacterias se resuspendia en
un volumen apropiado de agua destilada estéril y sobre el
cual se efectuaba la determinaci6én. Este método también
fue aplicado en las determinaciones de proteinas en las
fracciones de los gradientes de densidad (ver mas adelante)
y en las medidas de actividades enzimdticas especificas en
bacteria entera.

Recuento de bacterias viables: Se hicieron diluciones seria

das de muestras de cultivo en una solucién salina compuesta
por las sales del medio ELM. De las suspensiones diluidas
se tom6 0.1 ml que era resuspendido en 2.5 ml de agar blan-
do (ClNa 8%, agar 0.7%) fundido y mantenido a 45°C, con el
cual se inocul6 superficialmente cajas de petri con 15 ml
de medio ELM s6lido. Las cajas fueron incubadas a 28°C. El

recuento de cada dilucién se hizo en cuatro repeticiones.

Los valores se expresan en unidades formadoras de colonias

(u.f.c.).
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CENTRIFUGACION EN GRADIENTES DISCONTINUOS DE DENSIDAD DE SACA-

ROSA

La separacib6n de subpoblaciones de rizobios en gra-
dientes discontfinuos de sacarosa fue realizada siguiendo la
técnica descrita por Ching y col. (105). Los gradientes fueron
preparados en tubos de nitrato de celulosa (88 x 14 mm), con
soluciones de sacarosa (concentraciones expresadas en % peso/

peso de solucibén y densidades en g/ml) en buffer PO,K 0.05 M

4
pH 7.5, en la forma siguiente: 2 ml de 58% (8= 1.2748); 3 ml
de 52% (8= 1.2406); 3 ml de 50% (6= 1.2296) y 2 ml de 45% (6=
1.2025). Cada gradiente era sembrado con 2 ml de suspensién de
rizobios conteniendo entre 1 y 2 mg de proteina bacteriana en
el mismo buffer empleado para preparar las soluciones de saca-
rosa. Inmediatamente eran centrifugados en una ultracentrifuga
Spinco, rotor SW 41 Ti, a 25000 rpm a 4°C durante 4 horas; des
pués eran fraccionados en porciones iguales a través de una
puncibén en la base del tubo.

Se determiné la concentraci6n de sacarosa de cada
fraccién mediante su Indice de refraccibén medido en un refrac-
témetro Abbe 60. Para determinar las proteinas bacterianas de
cada fraccibén se las diluyd individualmente con agua destilada
estéril (1:10 aproximadamente) y se centrifugd durante 30 minu
tos a 10000 rpm en una centrifuga Sorvall. Se descart6 el so-
brenadante, y al pellet de bacterias resuspendido en un volu-
men apropiado de agua destilada estéril se le determiné el con
tenido de protefnas seglGn se describi6 anteriormente.

En experimentos en que se requerfan mayores masas
de bacterias se emplearon tubos de 80 x 32 mm, con 10 ml de

58%, 13 ml de 52 y 50% y 10 ml de 45%, y se sembraron con 10ml



de suspensibén de rizobios. La centrifugacién en el rotor SW

25.2 y el fraccionamiento se hicieron en la forma ya descrita.

MEDIDA DE ACTIVIDAD DE NITROGENASA

La actividad de nitrogenasa se determiné por el mé-
todo de reduccién de acetileno (30, 107).

- Cromatografia gaseosa

El etileno producido por la reduccibén catalizada por la ni-
trogenasa se cuantific6 por cromatografia gaseosa en un cro-
matégrafo para gases ANTEK 300, operando de acuerdo a las si
guientes condiciones:
Columna de acero inoxidable de 1 m x 3,2 mm rellena con Pora
pak N.
Gas carrier: N27 60 ml/minuto
Aire comprimido: 300 ml/minuto
H2: 30 ml/minuto
Temperaturas: Columna:60°

Inyector: 100°

Detector: 150°
Se empleb6 como estdndar de calibracifén una mezcla de acetile
no (10_1 v/v) y etileno (10-4 v/v) en aire.
En las condiciones de trabajo descritas los tiempos de reten
cién del etileno y acetileno fueron 30 y 54 segundos respec-
tivamente.
Para el c8lculo de los cromatogramas se tuvo en cuenta el
tiempo de retencién y la altura a la base de cada pico, y el
factor de atenuacibdn del electrSmetro con el cual fue regis-

trado el cromatograma.
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Para la inyeccibén de las muestras gaseosas se emplearon je-

ringas descartables de 1 ml "tipo insulina”.

- Ensayo de medida

1.

Con rafces noduladas: las plantas una vez retiradas de

las macetas, se les cortaba la parte aerea y a las rai-
ces noduladas se las colocaba en un frasco de 520 ml con
un septum de goma. A\continuacién se les inyectaba un vo
lumen de acetileno igual al 10% del volumen total, y se
incubaban a 28 - 30°C. Se tomaron muestras gaseosas de
0.2 ml peribdicamente (generalmente a los 0, 30 y 60 mi-
nutos) las cuales eran inyectadas inmediatamente en el
cromatbdgrafo. Las medidas realizadas en plantas estaban
dirigidas a comprobar la capacidad simbiética de fija-
cibén de nitr6geno por los nédulos inducidos por las ce-
pas que eran paralelamente ensayadas en cultivos puros.

Con preparaciones de bacteroides: A los bacteroides ex-

trafdos de n&6dulos en la forma descrita previamente, les
fue medida la actividad de nitrogenasa en frascos de vi-
drio tipo penicilina de 38 ml, con tap6n de goma, y pre-
viamente gaseados con nitr6geno para eliminar trazas de

oxigeno. La mezcla de incubacién, en un volumen final de

5 ml, estaba compuesta por: buffer PO,K 100 mM pH 7.5;

4
succinato de Na 25 mM, y suspensiédn de bacteroides (0.5
mg de proteina). A continuacibdn se introducfa con una je
ringa O2 hasta alcanzar la concentracibén deseada en la
fase gaseosa, y se daba comienzo a la reaccibén con la in
yeccibn de acetileno (10% v/v de la fase gaseosa). Los
frascos eran agitados rapidamente en un bano termostati-

zado a 28°C.

Las muestras de gas de 0.2 ml fueron tomadas a los 0, 20,
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40 y 60 minutos.

En un frasco con 0.13% de O, en la fase gaseosa la reaccién

2
transcurri6 linealmente hasta los 40 minutos y luego decli-
né, mientras que otro frasco con 0.33% de O2 lo fue durante
los 60 minutos ensayados; la actividad especifica de este
Gltimo fue poco més del doble del frasco con 0.13%: 285 vy

122 nanomoles C2H4.h_l.mg proteina_l, respectivamente.

Con cultivos puros microaerobios: La actividad de nitrogena

sa de los cultivos descritos previamente fue determinada en
alfcuotas que eran extrafdas asépticamente con jeringa a
través del septum lateral.

Los volimenes de cultivo ensayados fueron de 2 o de 10 ml,
e incubados en frascos con septum de goma de 10 a 38 ml res
pectivamente. Tanto los frascos de incubacidén como las je-
ringas de extraccién de muestra de cultivo eran gaseados
previamente con N2. Una vez inyectado el volumen de suspen-
sién de rizobios extraido del cultivo, se ajustaba la con-
centracibén de O2 en la fase gaseosa a niveles entre 0.2 y
0.5% (v/v), predeterminados de acuerdo a la densidad de ri-
zobios del cultivo en la muestra; ello aseguraba una activi
dad Optima. La reaccibn comenzaba con la inyeccibén de un vo
lumen de acetileno equivalente al 10% de la fase gaseosa.
La incubacibn se hacia a 28°C con agitacién rédpida. Las
muestras para la determinacibn cromatogréfica de etileno
fueron de 0.2 ml, tomadas a los 0, 30 y 60 minutos. En gene
ral con los niveles de O2 mencionados la produccibn de eti-
leno era lineal durante los primeros 60 minutos del ensayo;
despué; de dicho periodo la actividad decaia.

En algunas determinaciones correspondientes a las primeras

etapas del cultivo en las cuales comenzaba la desrepresifn
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de la nitrogenasa, las incubaciones con acetileno se pro-

longaban hasta dos horas.

MEDIDA DE ACTIVIDAD DE NITRATOREDUCTASA

Las determinaciones de actividad de nitratoreducta
sa en las distintas preparaciones de rizobios, tanto en pre-
sencia de O2 como en su ausencia, fueron realizadas en las si
guientes condiciones: la mezcla de incubacién estaba compues-
3 20; buffer PO4K, 60,

pH 7.5 y cloranfenicol, 80 ug/ml (60 ). La reaccibén comenzaba

ta por (mM): succinato de Na, 100; NaNO

con el agregado de la suspensién de rizobios en buffer que
contenia entre 0.150 y 0.3 mg de proteina; se incubaron con
agitacibén a 30°C. Se determiné el nitrito producido en alicuo
tas de 0.4 ml tomadas a los tiempos 0, 10, 30 y 60 minutos
(108), las cuales eran depositadas en tubos que contenian 0.2
ml de solucibén de sulfanilamida (10% p/v en HClL 3N), y a con-
tinuacibén se agregaban otros 0.2 ml del reactivo copulante
(N-(l-naftil)etilendiamina 0.02% p/v). La absorbancia del pro
ducto coloreado se midid a 530 nm en un espectrofotémetro
Beckman DU. La calibracién se hizo con una solucién de NaNO2
(Merck pa).

En los ensayos en gque la reaccién transcurrfa en
ausencia de O2 se emplearon frascos de 10 ml con septum de go
ma, los cuales eran gaseados con N2, al igual que la mezcla

de incubacibn (NR(OZ-)). En los ensayos con O2 la atmésfera e

ra de aire (NR(02+)).
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MEDIDA DE ACTIVIDAD DE B-HIDROXIBUTIRATO DESHIDROGENASA (HBDH)

EN EXTRACTOS ACELULARES

Los rizobios provenientes de 100 - 200 ml de culti
vo (ASOO : 0.4 - 1.2) eran cosechados por centrifugacién, la-
vados una vez con solucién de NaCl 0.9% (p/v), y resuspendido
en 1 - 2 ml de buffer Tris.HC1l 0.025 M, pH 8.0, conteniendo
acetato de magnesio, 5 mM; y ditietreitol, 5 mM. La desinte-
gracibén celular se realiz6 por sonicado de la suspensifn de
rizobios a 0°C, con cuatro pulsos de 10 segundos cada uno en
un sonicador Branson, operando a 90 W; después se centrifugb
30 minutos a 30000 g. El sobrenadante fue usado para medir ac
tividad de HBDH segln Evans y col. (53). La mezcla de incuba
cién a 25°C en un volumen final de 3 ml contenfa (umoles):
buffer Tris.HCl pH 8.0, 100; acetato de magnesio, 3; NAD, 1.2;
a tiempo cero se agregaba el extracto enzim&tico conteniendo
entre 0.2 - 0.4 mg de proteina; después de 4 minutos de incu-
bacién se agregaba 20 umoles de HB. A partir de tiempo cero,

y cada minuto se determiné la A de la mezcla de reaccién.

340 nm
La pendiente de la curva de formacién de NADH a partir del a-
gregado de HB se utiliz6 para calcular la actividad de la en-
zima. La formaci6n de NADH por los extractos ensayados era to
talmente dependiente del agregado de NAD, y de HB (véase figu
ra 2).

En un primer experimento de obtencién de extractos
acelulares, en que el tratamiento de sonicacién utilizado fue
el descrito por Pagan y col. (62) (6 pulsos de 30 sequndos cada uno, 80 -
90 W), resultaron actividades muy bajas (10 veces menos que

los valores obtenidos con el procedimiento descrito m&s arri-

ba) .
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DETERMINACIONES ANALITICAS

Poli-B-hidroxibutirato (PHB)

El PHB fue aislado de los rizobios siguiendo el pro
cedimiento descrito por Evans y col. (53 ) para bacteroides de
nédulos. Se cosecharon los rizobios de alicuotas de cultivo de
30 - 50 ml por centrifugacibén a 10000 rpm, durante 30 minutos
en una centrifuga Sorvall refrigerada. El sedimento se resus-
pendié en 2 - 3 ml de agua destilada y se transfirié a tubos
de centrifuga previamente tarados en balanza analitica. La sus
pensién era centrifugada nuevamente. Se descart6 el sobrenadan
te y el sedimento de bacterias era secado en una estufa de ai-
re a 75 - 80°C durante 4 a 6 dias hasta registrar un peso cons
tante.

A continuacién el sedimento se resuspendia en 2 ml

de hipoclorito de sodio (lavandina comercial, 8 gr de Cl, acti

2
vo %) con ayuda de un vortex, y se lo dejaba a temperatura am-
biente durante una noche. Posteriormente se centrifugb y el se
dimento conteniendo los gré&nulos de PHB se lavd sucesivamente
con agua destilada y acetona.

El PHB fue extraido con tres porciones de 3 ml de
cloroformo hirviente y filtrado por papel. Sobre una alicuota
del filtrado se determiné cuantitativamente el PHB por le méto
do de Law y Slepecky (109), el cual se basa en la transforma-
ciébn del PHB a &cido crotbébnico en medio sulfdrico concentrado,
y su medida espectrofotométrica a 235 nm. En las mismas condi-
ciones se traz6 una curva de calibracién empleando una solu-

cién estdndar preparada con f-OH-butirato (Sigma). El conteni-

do de PHB era expresado en términos de porcentaje de peso de



PHB por peso seco de rizobios.

El producto extrafdo en el tratamiento con clorofor
mo hirviente fue purificado para efectuar una caracterizacibén
del mismo. Con este objeto el PHB fue cristalizado de la solu-
cién clorofbrmica agregando 5 volGmenes de acetona redestilada,
a -20°C; los cristales cosechados por centrifugacién fueron re
disueltos nuevamente en cloroformo caliente y se repitié la
precipitacibén con acetona. Sobre estos cristales se hicieron
los siguientes estudios de caracterizacidn:

1) se determind el punto de fusién en tubo capilar;

2) se hizo un espectro infrarrojo en un espectrofotémetro
Perkin-Elmer 457;

3) se efectud un espectro de absorcibén en un espectrofotémetro
Beckman DU del producto resultante de la deshidratacién con
dcido sulffirico concentrado en caliente.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

1) punto de fusibén: 175 a 178°C;

2) se observd un espectro infrarrojo tipico con un méximo en
la regibén correspondiente a la funcibén carbonilo (1700 nm);

3) el espectro ultravioleta del producto resultante de la des-
hidrataci6én con H2504 fue muy similar al obtenido en parale
lo con B-hidroxibutirato puro (Sigma), y con el caracteris-
tico pico méximo a 235 nm (véase figura 3).

Las propiedades del producto extrafdo de los rizo-
bios coinciden con las informadas por otros autores para PHB

(53, 109, 110).

Porfirinas

Las porfirinas extrafidas tanto del sobrenadante de
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alicuotas de cultivo de rizobios, como en el correspondiente
sedimento de bacterias obtenidas por centrifugacién, fueron
identificadas por cromatografia en capa fina. En ambos casos
las porfirinas eran adsorbidas con aldmina (AG 7, Bio-Rad
Lab.), equilibrada en solucién de &cido acé&tico 3% (45), du-
rante 30 minutos. La alGmina era decantada y tratada con la
mezcla esterificante metanol-&4cido sulfdrico (95:5 v/v), du-
rante una noche (111). Las porfirinas asi esterificadas fue-
ron extraidas con dos porciones de cloroformo que eran reuni-
dos y lavados con solucibn saturada de Na2C03. La fase cloro-
f6rmica fue secada con Na2804 anhidro y filtrada a través de
papel de filtro, y llevada a un volumen de 1 - 2 ml evaporan-
do en un rotavapor Blichi a 45°C y presién reducida. Las solu-
ciones fueron sembradas con un capilar en cromatofolios de si
licagel 60 F254, 0.2 mm (Merck), conjuntamente con testigos
de uro, copro y protoporfirina. Las placas se corrieron en el
solvente benceno: acetato de etilo: metanol (85:13.4:1.5 v/v),
y la fluorescencia roja de las porfirinas fue observada inme-
diatamente con luz UV 365 (112). Los testigos patrones de por
firinas puras fueron facilitados por el Dr. M Grinstein (Fa-
cultad de Ciencias Exactas, Universidad de Buenos Aires). Los
Rf de los ésteres metilicos de uro, copro y protoporfirina
fueron respectivamente 0.15, 0.6 y 0.8.

También se ensay6 la extraccibén directa de las por
firinas del medio de cultivo con el solvente acetato de etilo:
dcido acético (3:1 v/v), con resultados comparables a los ob-

tenidos con la adsorcién con alGmina.
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Concentracibn de O2 en la fase gaseosa

Los niveles de O2 en la fase gaseosa fueron determi
nados por cromatografia gaseosa en un cromatédgrafo ANTEK 300
con detector de conductividad térmica. Las condiciones de medi
da fueron las siguilientes:

- Dos columnas de acero inoxidable de 3.2 mm de didmetro relle
nas con tamiz molecular 5A; una de 1 m de largo para el ana-
lisis de las muestras; la otra de 0.5 m como balance del de-
tector.

- Temperaturas (°C): inyector 40; columna 40; detector 150.

- Gas carrier: argbn, caudal de 40 ml/min.

- Corriente del puente: 115 - 125 mA.

- Volumen de las muestras inyectadas: O.l~- 0.2 ml.

PREPARACION DE RIZOBIOS PARA OBSERVACION POR MICROSCOPIA ELEC-

TRONICA

Los rizobios provenientes de un cultivo liquido
fueron sedimentados por centrifugacién y prefijados en una so-
lucién de glutaraldehido 2.5%, en buffer de Kellenberg con
triptona durante una hora (104). A continuacién se lavaba con
buffer de Kellenberg y se efectuaba la fijacién principal con

0sO, al 1% durante una noche. Después de lo cual se hacfan dos

4
lavados de 1 hora cada uno con buffer y el pellet de bacterias
sedimentadas fue tratado de acuerdo a la técnica descrita por
K. Lickfeld para preparacién de bacterias para microscopia e-

lectrbénica (113). Con este objeto se preparaba previamente una

suspensién de agar al 2% en buffer el cual era fundido y



mantenido a 47°C; con una pipeta Pasteur se agregaba una gota
de agar fundido al pellet de bacterias e inmediatamente se
mezclaba con una varilla de vidrio de punta fina y se dejaba
enfriar. El agar solidificado que contenia a las bacterias se
depositaba sobre un portaobjeto y se cortaban pequernos bloque
citos los cuales eran tratados en una serie de soluciones des
hidratantes de etanol: 50, 75, 96 y 100% y finalmente dos tra
tamientos con 6xido de propileno. Para la etapa siguiente de
embebido se empled una mezcla de partes iguales de araldita y
6xido de propileno durante 2 - 4 horas, y finalmente se los
transfiri6 a cépsulas con araldita fresca la cual era polime-
rizada en una estufa a 60°durante 24 horas.

Los cortes y las coloraciones con acetato de urani
lo y citrato de plomo de las muestras, asi como las observa-
ciones microscbdpicas fueron realizadas por el Dr. GOmez Dumm,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Pla-

ta.

MARCACION DE PROTEINAS IN VIVO CON 35S—METIONINA

Alficuotas de cultivo de 1.0 ml fueron incubadas
con 50 uCi de 35S-metionina (Amersham) durante 30 minutos a
28°C con agitaci6én permanente. En los casos en que las alicuo
tas provenian de cultivos microaerobios la extraccién de las
muestras se hizo en anaerobiosis y la incubacién en un frasco
cerrado con los mismos niveles de O2 del cultivo original. La
marcacién se detuvo agregando 1 mg de metionina no radioacti-
va e incubando otros 5 minutos, después de lo cual se enfria-

ba en un bafo de agua-hielo. La suspensidn se transfirié a un



tubo de centrifuga tipo Ependorf de 1.5 ml y se efectuaron dos
lavados con NaCl 0.5%. Finalmente los rizobios sedimentados e-
ran resuspendidos en el buffer empleado para siembra de mues-
tras en geles de poliacrilamida y tratados en un bano maria a
100°C durante 5 minutos.Sobre una alicuota de 5 pl de esta dl-
tima suspensi6n se determiné la radioactividad incorporada a

proteinas insolubles al tratamiento con TCA 5%. Las muestras

se conservaron a -70°C hasta el momento de su siembra en geles

de poliacrilamida.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Los geles planos de SDS-poliacrilamida fueron reali
zados de acuerdo al procedimiento y recetas descritas para la
segunda dimensién por O'Farrell (114).

Las muestras, conteniendo cada una entre 150.000 -
200.000 c.p.m., fueron corridas en una dimensién en un gel de
SDS-poliacrilamida 10%, a 35 - 40 mA. Los geles fueron revela-
dos por fluorograffia para lo cual se los £ij6 con una solucién
de &cido tricloroacético 10%, metanol 30% y 4cido acético 10%.
Luego se los trat6 con ENBHANCE (New England Nuclear) y con a-
gua para precipitar el centellador y finalmente se los sec6 a
60°C y presibn reducida. Para la deteccién de las bandas pro-
teicas radioactivas se emple6 pelicula radiogrdfica Kodak MinR.
Simult&neamente con las muestras se sembr6 una mezcla de pro-
teinas de distintos pesos moleculares (seroalbGmina, ovoalbdmi
na, pepsina, tripsin6geno, B-lactoglobulina y lisozima; Sigma)

que eran reveladas por coloracién.
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CAPITULO I

SISTEMA DE CULTIVO DE RIZOBIO PARA LA EXPRESION ASIMBIOTICA
DE LA NITROGENASA



ASPECTOS PRELIMINARES

Para alcanzar los objetivos de este trabajo fue ne
cesario contar con un método de cultivo de rizobios que reu-
niera un conjunto de condiciones, tales como: asegurar un am-
biente uniforme para toda la poblacibén; permitir obtener can-
tidades suficientes de masas celulares para estudios bioquimi
cos; permitir seguir la evolucibén de diferentes propiedades a
través del ciclo de cultivo.

El sistema que se esper6 cumplirfa con estas condi
ciones fue un cultivo en frasco cerrado con agitacién constan
te con barra magnética y permanente burbujeo con una mezcla
gaseosa definida. Esta Gltima caracteristica estaba destinada
a asegurar una eficiente transferencia de O2 al cultivo.

Una serie de experimentos preliminares para obte-
ner cultivos de rizobios con actividad Nasa en este sistema,
gaseado con diversas mezclas de 0, v N, resultaron negativos.
Con el objeto de explorar las posibles causas de esos resulta
dos, se pusieron en marcha otros dos métodos de cultivo con
los cuales se deseaba comprobar la efectiva capacidad de las
cepas de rizobios para desreprimirse en vida libre, y la efi-
ciencia del medio de cultivo ensayado. Uno de estos métodos
se basa en el cultivo de los rizobios en profundidad en un me
dio s6lido agarizado, bajo atm6sfera de aire (93); el otro em
plea volGmenes relativamente pequenos de medio liquido (91) vy
atm6sferas microaerobias confinadas sin renovacién. Con ambos
procedimientos se encontrd actividad de Nasa lo que descarté
que los resultados negativos anteriores fueran inherentes ya
sea a las cepas de rizobios o al medio de cultivo, e indujo a

pensar que aquéllos podrian deberse a las condiciones de



gaseado en los cultivos iniciales.

En experimentos posteriores la inclusibén de CO2 en
la mezcla gaseosa permitid obtener cultivos con actividad de
Nasa, resultado que ademé8s de satisfacer los requerimientos
originalmente esbozados, condujo a explorar este insospechado
efecto del C02. Estos estudios se describen mds adelante en
el Capitulo IT.

CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS DE R. JAPONICUM 110

En las figuras 4 y 5 se muestran los resultados de
dos cultivos microaerobios tipicos de la cepa de R. japonicum
110 en las condiciones finalmente adoptadas para este trabajo,
en los medios de desrepresién respectivamente con gluconato
(MDG) o arabinosa (MDA). El gaseado se realiz6 con una mezcla
de N, : CO

2 2
lubilidad del O

1% en que el nivel de O, era 0.3%. En base a la so

2

5 en las condiciones del experimento se puede
estimar que la concentracién de O2 disuelto era menor que 3.4
uM. En ambos cultivos se obtuvo un lento crecimiento bacteria
no hasta el dia 10 u 11, y paralelamente, una paulatina alca-
linizaci6én del medio, que a partir de un mismo pH inicial,
6.8, fue més acentuada en el caso del cultivo con gluconato,
gue con arabinosa (pH finales, respectivamente 7.7 - 7.8 y
7.3). En esas condiciones a partir del cuarto dia de iniciado
el cultivo microaerobio se pudo detectar actividad de Nasa, y
la misma alcanz6 un mdximo en el sexto a séptimo dia, (94.8
nmoles.h_lmg-l en medio MDG, y 61 en MDA) después de lo cual

disminuyé hasta anularse. Las caracteristicas de estos dos

cultivos se observaron también en varios otros experimentos.



En ellos los valores maximos de actividad especifica de Nasa
obtenidos con gluconato fueron siempre superiores a los alcan
zados con arabinosa (respectivamente, 90 - 190, y 40 - 90
nmoles C2H4.h_l.mg proteina_l); y en ambos casos resultaron
comparables a los obtenidos por otros autores en cultivos li-
bres de R. japonicum 110 (95), y 61-A-101 (103).

Por otra parte, la actividad de bacteroides simbid
ticos de la misma cepa 110 extrafidos de nédulos de soja de 42
dfas fue considerablemente mayor (285 nmoles C2H4.h_l.mg pro-
teina_l).

Ademds de estos cultivos en que el contenido de O2
de la mezcla de gaseado era 0.3%, se ensay6 otros con una pro
porcién de O2 algo mayor, 0.4%. En estos (dltimos se observé
que tanto la aparicién como el maximo de actividad de Nasa se
presentaron temporalmente retrasados y concomitantemente con
mayores densidades de rizobios. Este comportamiento podria es
tar relacionado con el balance entre el suministro de O2 y la
densidad de células del cultivo, requerido para la expresién

de la Nasa, ya referido en la seccib6n introductoria (pag. 25).

REQUERIMIENTO DE 02 PARA OPTIMIZAR LA MEDIDA DE ACTIVIDAD DE

Nasa

En el experimento de la figura 6 se exploré los re
guerimientos de O2 para optimizar el ensayo de medida de la
actividad de Nasa de las muestras de los cultivos. Con este
objeto se ensay6 la actividad enzimltica en distintas etapas
de un mismo cultivo y en cada caso se utilizaron varias con-

centraciones de O2 en la fase gaseosa. Como se observa en la



figura 6para cada etapa del cultivo (caracterizada por la res-

pectiva A que refleja la concentracibén bacteriana) se en-

500nm

contrd un valor de concentracién de O2 con el cual la actividad
de Nasa era mé&xima y valores superiores eran inhibitorios. En
la figura inserta se muestra que los aumentos de los niveles de

O, 6ptimos acompanaban a los de absorbancia del cultivo. La fal

2

ta de actividad en ausencia de 02 muestra claramente la depen-
dencia energética de la actividad de Nasa. La observacién de
las actividades en el nivel de 02 superior del ensayo ilustra
c6émo la inhibicién por O2 puede estar relacionada con la concen
tracién de células, pues contrariamente a lo ocurrido con las

suspensiones de A 0.550 y 0.710 la concentracidén de 2.0%

500nm

de O2 no resultf totalmente inhibitoria de la actividad en la

suspensién mas densa ( :1.026). Desde el punto de vista de

ASOOnm
la correcta medicibn de la actividad de Nasa estos resultados
indicaron la necesidad de utilizar concentraciones 6ptimas de

O, en relacibn con la densidad del cultivo. Contrariamente, un

2
ajuste inadecuado de la fase gaseosa puede conducir a una subes
timacibn de la actividad presente. En los experimentos que se

describen en este trabajo se ha tomado en cuenta esta condicién.

EFECTO DE AMONIO SOBRE LA EXPRESION DE LA Nasa

En ciertas bacterias fijadoras de N2, la presencia
de sales de amonio en el medio actfla reprimiendo la sintesis
de nitrogenasa. En el experimento que se describird a continua
cibn se estudi6 en paralelo el comportamiento de la cepa 110
en cultivo microaerobio, en el medio de desrepresibén ordinario,

y en otro igual pero suplementado adem&s con NH4+ 20 mM



(ademis del glutamato, véase figura 7). El ritmo de crecimien
+

to en el medio MDG con NH4 , expresado tanto en valores de ab

sorbancia como contenido de proteinas, fue superior al del me

dio cuya finica fuente de N, fijado fue glutamato. El efecto

2
inhibitorio sobre la Nasa fue muy marcado, ya que la enzima
s6lo se lleg6 a detectar un solo dia del cultivo (el 5°), y
en nivel muy bajo. En otro experimento similar en el cual se
emple6 el medio MDA (arabinosa) también con NH4+ 20 mM, se ob
tuvieron resultados muy parecidos. Los valores de actividad
observados en presencia de amonio tanto en el medio MDG como
MDA, respectivamente 6 y 5 nmoles C2H4.h_l.mg proteina—l, no

superaban el 5% de los méximos observados en ausencia de amo-

nio.

BACTERIAS FORMADORAS DE CCLONIAS EN EL CULTIVO MICROAEROBIO

Paralelamente a las sucesivas determinaciones de
la masa celular, a 1o largo de un cultivo microaerobio se es-
tudi6 el aumento del nidmero de bacterias capaces de formar
colonias en medio ELM s6lido en condiciones aer6bicas (unida-
des formadoras de colonias, u.f.c.), y estos pardmetros se
compararon con el curso de la expresifén de la actividad de ni
trogenasa. En la figura 8 se muestran los resultados de este
experimento. . Se observ6 que en el perifiodo inicial de esta-
blecimiento de la microaerobiosis el cultivo tuvo un aumento
considerable en el nfmero de u.f.c., a razén de 9.6% por hora,
compatible con un tiempo de generacibén de casi 8 horas (simi-
lar al de cultivos aerobios). Es pertinente senalar que la

persistencia en la velocidad de multiplicacién ocurrié en



condiciones de real limitacién de 0, (como se mostr6 en Mate-
riales y Métodos, figura 1 , la concentracibén efectiva de O2
0.3% se alcanzaba en s6lo 4 horas a partir de la iniciacién
del gaseado). Sin embargo, después de dos dias de microaero-
biosis, el ritmo de multiplicacién del cultivo cay6 abrupta y
marcadamente; en los 8 dias restantes el nimero de u.f.c. au-
mentd solamente 7.5 veces, y la velocidad de multiplicacién
oscild entre 1.7 y 0.5% por hora (tiempos de generacibdn entre
41 y 143 horas). Este efecto coincidid con el inicio del perio
do de actividad de nitrogenasa, y persisti6 aln durante la pos
terior desaparicibén de la enzima.

Las correlativas medidas de A o Y proteina bac-

500
teriana, mostraron un aumento regular de la masa celular. Al
compararlas con las determinaciones de u.f.c., surgid que a lo
largo del perfiodo de lenta multiplicacién y actividad nitroge-
nisica la masa y el contenido proteico por bacteria fértil (u.
f.c.) experimentaron una disminucidén regular a la mitad de la
inicial.

Los resultados anteriores no informaron si las bac-
terias detectadas como u.f.c. constituian la totalidad de la
poblacién celular, o si ademds de ellas, existfan en los culti
vos microaerobios células bacterianas que, a pesar de ser ob-
servables por microscopia 6ptica, hubiesen sido incapaces de
multiplicarse y originar colonias en el ensayo de u.f.c. .

La determinacién de la proporcién de bacterias via-
bles se realiz6 en una muestra del cultivo anterior, tomada en
el 4° dia, ya con actividad de nitrogenasa. Para ello se hizo
un recuento de bacterias en una clmara de Neubauer observada

al microscopio, y paralelamente se realiz6 la determinacién de

u.f.c. .



Los resultados fueron de 2.55 x lO8 bacterias tota-
les, y 1.45 x lO8 u.f.c., por ml del cultivo. Es decir, 57% de

las bacterias fueron viables.

INDUCCION DE NITROGENASA EN OTRAS CEPAS DE RHIZOBIUM

Ademds de la cepa 110, se hicieron experimentos de
induccibén de actividad de Nasa, en las condiciones antes des-
critas, con otras cepas de Rhizobium de crecimiento répido y
lento. Dentro de este Gltimo grupo se ensay$ la cepa R. spp.
(caupi) 32 H1, empleada por varios autores para los estudios
sobre desrepresidén en cultivos libres; con esta cepa se obtu-
vo valores de actividad especifica de Nasa 3 veces superiores
a los registrados con la 110, y el curso temporal del creci-
miento y de la actividad de Nasa fue muy similar a la 110.

Las cepas de crecimiento rapido ensayadas compren-
dieron las de R. meliloti U 45, reconocida como simbiéticamen
te muy activa, y la Rm 11 que fuera descrita por Bedmar y 0li
vares (102) como capaz de desreprimirse en condiciones de cul
tivo asimbibtico diferentes a las de este trabajo. Con ambas
cepas se observ6 un crecimiento lento y comparable al de 110,

pero no se detect6 actividad de Nasa.



CAPITULO I

REQUERIMIENTO DE CO, PARA LA EXPRESION DE LA NITROGENASA ACTIVA
EN EL CULTIVO MICROAEROBICO DE R, JAPONICUM 110



En el capitulo precedente se hizo referencia a que
la obtencitn de cultivos microaerobios con Nasa activa se lo-

gr6 cuando a la fase gaseosa se le incorpor6 CO Este hallaz

R
go sugirid6 un estudio m&s detallado del efecto de COZ' que se
presenta a continuacién.

En diversos experimentos preliminares se habia acu
mulado una serie de evidencias fragmentarias que apuntaban a
las circunstancias experimentales en que llegaba a manifestar
se esa necesidad de COZ' Este iltimo era un efecto esquivo:
parecia presentarse en cultivos de baja concentracién bacte-
riana, pero una vez superada una concentracién critica, la ex
presibn de la Nasa se independizaba del aporte externo de COz.
El efecto se favorecia también mediante el uso de arabinosa
como fuente de C, en vez de gluconato (por otra parte, confir
mamos que, con la pentosa, los cultivos de R. japonicum se al
calinizaban menos gue con gluconato (96), y Cap. I, péag. 53).

Teniendo en cuenta la experiencia ganada, se dise-
haron experimentos para observar qué cambios se producian en
la expresién de la Nasa por R. japonicum 110 cuando al culti-
vo gaseado con 0, 0.3% (en N2) se le suministraba, o se deja-
ba de suministrarle, CO2 1%, Las variables que se estudiaron
a distintos tiempos durante el curso de cada cultivo, fueron:
actividad especifica de Nasa, absorbancia (a 500 nm) como me-
dida de la concentracibén bacteriana, y pH del medio. Como con
troles se utiliz6 sendos cultivos en gue el suministro de CO2
fue continuo, o bien se lo eliminé.

Para disminuir el aumento de pH producido por R.
japonicum durante su cultivo, se increment6 el poder buffer

del medio MD, cuyo pH inicial era 6.8, agregdndole PIPES 12.5

mM, o incrementando el fosfato hasta 25 mM, los cuales, por



tener ambos un mismo pK = 6.8, son capaces de disminuir efi-
cientemente las alteraciones de pH alrededor de ese valor. Ade
mds por las razones ya mencionadas se utiliz6 como fuente de
carbono, arabinosa, (MDA) con preferencia al gluconato.

En los dos experimentos (figuras 9 y 10) los culti-

vos controles con CO2 mostraron (como se describi6 en el Capi-

tulo I) la aparicibén de Nasa al dia 3 - 4 del cultivo, que
crecfa hasta un madximo alrededor del dia 5 - 6, y luego dismi-
nuia hasta desaparecer al dia 8 - 9. El crecimiento fue modera

do o abundante, y el medio se alcalinizaba hasta pH 7.35-7.75,
tanto mds alto cuanto mayor habia sido el desarrollo bacteria-
no. Por el contrario, un control cultivado sin CO2 (figura 9 )
tuvo un muy escaso crecimiento, y a lo largo de 13 dias su ac-
tividad de Nasa fue siempre cero. En uno de los experimentos

(figura 9 ) el cultivo experimental fue iniciado en ausencia

de CO,: el limitado desarrollo se detuvo al dia 6, y no se de-

tect6 Nasa en todo el periodo inicial de diez dfas. El1 dfa 10

se introdujo el gaseado con CO, 1%, que se extendi6 durante

2
cinco dias; en este periodo el crecimiento se aceler6, y a par
tir del dfa 12 se detect6 Nasa. El comportamiento del cultivo
durante ese lapso con CO2 fue similar al del control también
con COZ’ tanto en su crecimiento como en el desarrollo de la
actividad de Nasa (n6tese que en la figura 9 la escala de
tiempos del control con Co, estd desplazada diez dfas respecto
del cultivo experimental, de modo de coincidir su dia 0 con la
iniciacibn del suministro de CO, a este Gltimo). El1 dia 15 se
interrumpi6 el aporte de C02, y a ello sigui6, después de un
retardo de 12 horas, un descenso abrupto de la actividad de Na

sa que en 48 horas llegb6 a hacerse nula. Mantenido sin CO, du-

2

rante tres dias, el cultivo disminuy6 su crecimiento pero no



lleg6 a detenerlo. El dia 18 se reanud6 el aporte de C02, y se
produjo un nuevo proceso de aparicidén y aumento de Nasa, que
después de alcanzar un pequeno maximo el dia 20, decayd espon-
tdneamente, siempre en presencia de COZ’ hasta desaparecer el
dia 22.

En el otro experimento (figura 10) el cultivo expe-
rimental comenz6 con un gaseado microaerobio con CO2 1%, que
dio lugar a una temprana desrepresién de Nasa al dia 3. La su-
presifn inmediata de co, durante dos dias fue acompanada por
una disminucidén de la actividad de Nasa, hasta anularse. Reini
ciado entonces el dia 5 el suministro de C02, muy rapida y sos
tenidamente se desarrolld actividad de Nasa, con un m4ximo en
el dfa 8 y una posterior espontdnea caida rdpida, hasta desapa
recer en el dia 10. En este experimento el cultivo desarrolld
abundantemente (lleg6 a tener A = 1.95) y la interrupcidn de
la provisi6n de CO, entre los dias 3 y 5 no afectd al creci-
miento. En las figuras se indican también las curvas de aumen-
to de pH de los cultivos en las distintas circunstancias.

El examen comparativo de la evolucibén de la activi-
dad Nasa muestra que en todos los casos, la Nasa aparecia — y
aumentaba — cuando en el gaseado se incluia COZ' Esto es vali
do para los controles con COz, para el control negativo sin
COZ’ y para los dos cultivos experimentales. En el primero de
éstos (figura 9 ) la Nasa no se detect6 sino después que, a
partir del dia 10, se comenz® el suministro de COZ' Por otra
parte, la supresién de CO2 condujo en los dos experimentos a la
desaparicién de la Nasa. Debe senalarse sin embargo que no

siempre ha sido ello asi, y que este efecto de la supresibn de

CO. fracasd cuando — como ya se mencion6 antes — la concen-

2
tracifén bacteriana del cultivo excedia la absorbancia de 0.4.



Por dltimo, la desaparicién de la Nasa provocada por privacién

de CO, fue revertida cuando el CO2 se restituyb6. La reversibi-

2
lidad de este fenbmeno indica que el mismo es diferente de la

pérdida de actividad de Nasa que ocurre espont&neamente en los
cultivos microaerobios afin en presencia de CO2 (véase los re-

sultados de los cultivos controles). En distintos cultivos és-
ta se ha presentado a tiempos variables (los periodos de acti-
vidad de Nasa se han extendido entre 3 y 8 dias), y desconoce-
mos las causas gue la provocan.

En ausencia de CO, inicial, el crecimiento bacteria

2
no fue muy escaso o nulo. Cuando las condiciones de partida
del cultivo permitieron el arranque de su desarrollo, la poste

rior supresién de CO2 causd a veces, y otras no, una disminu-

cibén de la velocidad de crecimiento; pero nunca llegd a dete-

nerlo. AsiI se ha observado crecimiento — ya sea moderado, o
abundante — en los periodos en que durante la supresibn de
CO2 desaparecia la Nasa.

El pH tendia en general a aumentar en relacién di-
recta con el crecimiento de la masa bacteriana. En cultivos
microaerobios de gran concentracién, el pH ha llegado a ser
mayor de B. Cuando a un cultivo en crecimiento se le suprimia
la provisién de COZ’ el pH tendia a elevarse mis ré&pidamente.
El posterior nuevo agregado de CO2 no disminuia el pH alcanza-
do, y el aumento de éste proseguia paulatinamente, si bien a
menor velocidad. Es importante notar que se ha observado acti-
vidad de Nasa en cultivos con pH mayores que 7.75, y que la a-
paricién tardia de Nasa en el segundo perfiodo de tratamiento
de cultivos con CO,, se observ6 también a pH superiores a 7.5.

Las observaciones anteriores permiten entonces afir

mar que:



a) la aparicibn y desaparicién de la Nasa en los cultivos mi-
croaerobios correlaciond bien con la presencia o privacidén de
CO2 del medio.

b) la desaparici6n de la actividad de Nasa por privacidn de
CO2 no requirid que el cultivo detuviera su crecimiento, y ni
siquiera que lo aminorara.

c) la recuperacibn de la actividad de Nasa por aporte de CO2
tras su previa desaparicibdn, no requirié una disminucién del
pH, y por el contrario tuvo lugar a pH mis altos que el impe-
rante durante la desaparicibn.

Se abre asi un interrogante sobre el nivel en que
estaria operando el efecto del C02. Se intent6 explorar si la
falta de actividad de la Nasa por privacibn de CO2 implicaba
la represién de la sintesis de las proteinas enzimdticas del
sistema de la nitrogenasa. Con este objeto se estudid qué pro
teinas de R. japonicum 110 eran sintetizadas in vivo en dis-
tintas condiciones de cultivo. Ello se hizo dando a cada cul-
tivo un pulso de marcacién con metionina-3ss durante una hora.
Las proteinas fueron separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio, y los polipépti-
dos radioactivos recién sintetizados fueron revelados median-
te radioautografia del gel. De esta manera se comparf el es-
pectro de proteinas sintetizadas en cuatro condiciones fisio-
16gicas diferentes: a) rizobios cultivados en MDA en microae-
robiosis + COZ’ que alcanzaron a expresar actividad de Nasa
(25 nmoles C2H4.h-l.mg-l); b) rizobios del mismo cultivo ante
rior, luego de privarlo de CO2 y decaer su actividad de Nasa
a cero; c) rizobios cultivados como en a) en microaerobiosis

. +
+ CO pero en presencia de NH4 20 mM, que al momento del ex

2’

perimento tenfan actividad de Nasa cero (pero que al dia



siguiente mostraron poseer una pequena actividad); d) rizobios
cultivados en medio MDA en aerobiosis, en fase logaritmica (cu
vya sintesis de Nasa estd reprimida (94 ) ).

Los resultados de este experimento se muestran en
las radioautografias de las figuras 11, 12, Pese a las imperfec-
ciones de estos geles en la zona del frente, se pueden apreciar
bien algunos detalles que resultan itiles para el presente es-
tudio. El electroforograma A (que se obtuvo en un gel de poli-
acrilamida 10%) muestra con buen detalle las proteinas de tama
nos moleculares medios y altos (nétese las posiciones de las
protefnas de calibracibn). En el electroforograma B (poliacril
amina 12%) se han resuelto mejor las proteinas de menor tamano.
Obsérvese que todas las muestras de proteinas marcadas en mi-
croaerobiosis (andariveles 2, 3, 4 vy 6 en el gel A, y 1, 3, 4,
5 v 6 en B) tiene perfiles sensiblemente similares, y que se
diferencian muy marcadamente de las proteinas marcadas en aero
biosis (andariveles 1 y 5 en A, y 2 en B). N&6tese en particu-
lar las bandas presentes en todas las muestras microaer6bicas
(indicadas con las flechas en las dos figuras), y conspicuamen
te ausentes en las muestras aerbbicas. Las posiciones de esas
bandas son compatibles con tamanos moleculares del orden de
55.000 - 60.000 y de 30.000 - 34.000 daltons. Los pesos molecu
lares mencionados por Scott y col. (94 ) en una caracterizacibn
preliminar de las distintas subunidades de la Nasa de Rhizobium
japonicum son 56.000 y 58.000 para las subunidades a/y B del
componente I, y 34.000 para el componente II. La comparacién
entre estos valores y los estimados en nuestros geles induci=-
rfan a pensar que las bandas présentes en microaerobiosis (en
presencia o ausencia de COZ)’ y ausentes en aerobiosis podrian

en efecto ser los polipéptidos de la Nasa. La positiva



identificacién de dichas bandas como los auténticos componen-
tes de la Nasa podrd ser realizada cuando se las pueda contras
tar con muestras purificadas de estas proteinas. Independiente
mente de ello, podemos comparar en los distintos perfiles de
proteinas, las zonas en donde segln los marcadores de tamahos
moleculares deberian encontrarse los presuntos polipéptidos de
la Nasa. En esas zonas, en ausencia de CO2 no se observa la de
saparici6én de bandas, al compararlas con las obtenidas en pre-
sencia de COZ' Por lo tanto estos experimentos no ofrecen evi-

dencia de la falta de sintesis (represién) de alguna de las

proteinas de la Nasa, en ausencia de COZ'



CAPITULO III

CAMBIOS QUE ACOMPANAN A LA DESREPRESION NO SIMBIOTICA DE LA
NITROGENASA



PROPIEDADES DE SEDIMENTACION DE LAS BACTERIAS EN GRADIENTES

DISCONTINUOS DE DENSIDAD DE SACAROSA

Ching y col. (105) han encontrado que la poblacién
de rizobios extraidos de nbédulos de soja se separa en tres
subpoblaciones cuando se los centrifuga en un gradiente discon
tinuo de densidad de sacarosa. Los autores identificaron a las
tres fracciones como bacterias no transformadas, bacterias en
transformacibn y bacteroides maduros, siendo estos Gltimos los
gue poseen actividad de Nasa. Ademds de las propiedades de se-
dimentacibén (en gque posiblemente prevalezca la distribucién i-
sopicnica) otras caracteristicas morfolbgicas y bioquimicas di
ferencian entre si a las subpoblaciones.

Estos resultados sugirieron la posibilidad de estu-
diar las propiedades de sedimentacién de poblaciones de rizo-
bios cultivados en distintas condiciones, y en particular a lo
largo del proceso de diferenciacibdn que acompana a la expre-
sién de la Nasa en cultivos libres.

En esta seccibén se describirdn las propiedades de
sedimentacién observadas en R. japonicum, cepa 110, en condi-
ciones diversas de cultivo que comprenden: rizobios de ndédulos;
cultivos aerb6bicos; y microaerbbicos.

En la figura 13A se muestra la distribucién de una
poblacién de bacteroides de la cepa 110 extraidos de nédulos
fijadores activos de soja, cuando se la analizd en un gradien-
te discontinuo de sacarosa. De manera similar a lo observado
por Ching y col. (105) se encontraron tres subpoblaciones co-
rrespondientes a las interfases 52 - 58% sacarosa (fraccién
pesada); 50 - 52% (fraccidén media), y 45 - 50% (frac-

cibn liviana). Las densidades de las respectivas fracciones



del gradiente fueron § = 1.281; 1.252; y 1.211. La reproducibi
lidad de este comportamiento por parte de cada fraccién fue co
rroborada cuando a cada una de las fracciones aisladas se las
sometid nuevamente a centrifugacidn en gradiente. Tal como se
observa en la figura 13B cada subpoblacibén volvié a sedimentar
mayoritariamente en la misma zona del gradiente de la cual ha-
bfa sido originariamente aislada. Con este mismo procedimiento
fueron estudiadas las propiedades de sedimentacidén isopicnica
de los rizobios en distintas condiciones de cultivo.

En la figura 14 se muestran conjuntamente las dis-
tribuciones de poblaciones de R. japonicum 110 crecidas en el
mismo medio MDG, una de ellas cultivada en aerobiosis en fase
logaritmica de crecimiento, y la otra en microaerobiosis y con
actividad de Nasa. En tanto los rizobios aerb6bicos (con Nasa
reprimida) se acumularon mayoritariamente (60 - 65%) en la in-
terfase pesada, y su fraccibén liviana fue solamente 10%; por
el contrario una gran proporcidn de los rizobios microaerobios
(55 - 60% de la proteina total) sedimentaron en la zona livia-
na.

En la figura 15 se representan simultdneamente los
resultados correspondientes a la proporcibn de fraccién livia-
na observados en las tres situaciones anteriores y en otras
condiciones de cultivo que se describen a continuacidn.

Con el objeto de determinar si en los cultivos mi-
croaerobios la induccibén de formas de rizobios livianas estaba
asociada a la de actividad de Nasa, se exploraron dos condicio
nes de cultivo en las cuales la actividad de Nasa no es detec-
table: en presencia de NH4+; y en carencia de CO,. En ambos ca
sos (D, E) se encontrd una alta proporcién de fraccién liviana

comparable a la de rizobios con Nasa activa (c).



Se estudid de la misma manera qué cambios se produ-
cian en las poblaciones de rizobios en aerobiosis al pasar el
cultivo de la fase logaritmica a la estacionaria (cultivo satu
rado). En esta Gltima (F) crecid6 marcadamente la fraccibn li-
viana (24%) en comparacidn con la primera (B, 10%).

Los altos valores de subpoblacién liviana correla-
cionaron con situaciones en las cuales existia una limitacidn
de 0,: bacteroides simbiéticos (A); cultivos microaerobios
(con (C) y sin actividad de Nasa (D) ); y cultivo con escasa
aireacibn y alta densidad de células (F). Estos resultados in-
dujeron a estudiar las propiedades de sedimentacidn. en una si-
tuacidén en la que las oxidaciones celulares estuvieran dismi-
nufidas por efecto de un inhibidor de la respiracibén. Con este
objeto a una porcidén de un cultivo aerb6bico se lo incubd con

N,Na en aerobiosis durante 12 horas después de lo cual se 1lo

3
analiz6 en un gradiente. Los resultados revelaron un incremen
to en la subpoblacién liviana (G) respecto al cultivo control
sin N3Na (32% y 9% respectivamente), que es compatible con la
correlacifn antes mencionada.

Por Gltimo, hemos realizado algunas observaciones
sobre el curso de la aparicién de la fraccién liviana en culti
vos en microaerobiosis. Esta ocurria ya a las 24 - 32 horas

de iniciado el cultivo, y precedia considerablemente a la acti

vidad de Nasa.

ACUMULACION DE PHB

Un rasgo caracteristico de los bacteroides de nédu-

lo de soja es su contenido de PHB, que puede constituir hasta



el 50% del peso seco de los mismos, bajo la forma de inclusio-
nes lipoides. Con el objeto de explorar la relacibdn entre 1la

expresi6n de la Nasa y la acumulacidén de PHB, se realiz6 expe-
rimentos en que se determinaba el contenido de PHB de R. japo-

nicum 110 en diferentes condiciones de cultivo (Tabla I).

Tabla I
Condicién Contenido Actividad
de de PHB de Nasa

cultivo $ peso seco rmolesjfi.mgiﬂxot.
1. aerdbbico, 2-3 0

fase logaritmica
2. microaerdbico 28-32 64
3. microaerdbico,

NH4+ 20 mM 22 0

R. japonicum 110 fue cultivado en medio MDG en las si-

guientes condiciones: 1) en aire con agitacifn; cosecha

do en fase logaritmica (ASOOnm==O.455). 2) gaseado con
O2 0.3% en N2 mas CO2 %$; cosechado a los 7 dias. 3)
cultivado como 2) en MDG suplementado con (NH4)ZSO4 10

mM; cosechado a los 8 dias.

Los resultados muestran una marcada diferencia en
los contenidos de PHB entre rizobios aer6bicos y microaerdbi-
cos (2, y 30% respectivamente). La acumulacién de PHB que aqui
fue acompanada por actividad de Nasa pudo también ser observa-
da en presencia de NH4+, en que la actividad de Nasa era nula.

El alto contenido de PEB de los rizobios microaero-
bios se reflejé en su morfologia. En la micrografia electré6ni-
ca (figura 16) se pueden ver los gré&nulos intracelulares de PHB
que aparecen como "manchas vacias", con una ubicacién preferen
temente polar. Estos gr&nulos ocupan buena parte del volumen

celular y en algunos casos provocan la deformacién y el



engrosamiento de la bacteria asemejindose a los bacteroides de

n6dulo.

PROPIEDADES DE SEDIMENTACION EN GRADIENTES DE DENSIDAD Y CON-

TENIDO DE PHB

Se realizaron varios experimentos en los cuales se
explor6 la capacidad de los rizobios para inducir formas que
en los gradientes se comportaban como livianas, y se relacio-
né con la acumulacién de PHB.

En un primer experimento (Tabla II) se determind
la distribucib6n en gradiente de la poblacién de rizobios cre-
cidos en condiciones microaerS6bicas para la desrepresién de
la Nasa, y los respectivos contenidos de PHB en el total y en

cada una de las fracciones obtenidas en el gradiente.

Tabla II
Contenido de PHB % de la

*

% peso seco poblacién total
Poblaci6n total 30 -
Fraccibn pesada 1.5 25
Fracci6n media 6.2 17
Fracciébn liviana 23.0 58

$ de la proteina bacteriana total

R. japonicum 110 cultivado en medio MDG en microaerobio

sis O2 0.3% en N2 mas CO2

chados a los 7 dias de cultivo con una actividad de Na-

1%. Los rizobios fueron cose-

sa de 72 nmoles C2H4.h-l.mg-lprot. El andlisis en gra-
diente y las determinaciones cuantitativas de PHB fue-
ron realizadas como se describi6 en Materiales y Mé&todos.

Los resultados de este experimento senalaron que

fueron las cé&lulas de la fraccién liviana las que mayoritariamente



acumularon PHB en microaerobiosis, y permiten inferir la exis
tencia de una correlacibn global entre la proporcidn de subpo
blacién liviana y el contenido de PHB de la poblacién total.
En un segundo experimento (figura 17) se observd
simulté&neamente la evolucién de la proporcién de fraccibn li-
viana y el contenido de PHB cuando un cultivo microaerobio

(O, 0.3%) se lo pas6 a aerobiosis (aire normal). Los resulta-

2
dos muestran como los respectivos valores al término de la mi
croaerobiosis en el dfia 6 (57% de fraccibn liviana, y 29% PHB/
peso seco), se reducen después de 24 horas del pasaje a aero-
biosis, a 5 y 8% respectivamente.

En el experimento de la figura 18, en el cual, de
manera similar al experimento descrito precedentemente, un
cultivo microaerobio fue pasado a aerobiosis, se estudid en
intervalos mds breves (6 y 22 horas), la disminucién en el
contenido de PHB, y los niveles de actividad de HBDH. El1 HB
producido por la despolimerizacién del PHB ( 53 ) puede ser
metabolizado a través de una via que se inicia con la oxida-
cibn a acetoacetato por la HBDH. Conjuntamente con las varia-
ciones de PHB y HBDH se determind los niveles de O2 alcanza-
dos por difusidn del aire luego de la interrupcibén del gasea-
do con la mezcla microaerobia. A las 6 horas la concentracién
de O2 de la fase gaseosa aumentd de 0.3 a 5.0%, en tanto el
contenido de PHB se redujo a poco mas de la mitad, mientras que
no se encontr6 variaciones significativas en la actividad de
HBDH. Sin embargo, a las 22 horas concomitantemente con una
mayor reduccién en el contenido de PHB (7.2%) se observ6 un
marcado aumento de la actividad de HBDH que tripli¢6 los valo

res observados en microaerobiosis con alto contenido de PHB.

La mayor disponibilidad de O2 se tradujo tambié&n en un mayor



crecimiento del cultivo y a diferencia del cultivo microaero-

bio, se observé produccidn de gomas.

NITRATO REDUCTASA

La nitrato reductasa (NR) bacteriana es una enzima
que puede expresarse en dos condiciones definidas: en presen-
cia de NO3_ como Gnica fuente de N fijado en el medio (NR asi

milatoria), o en anaerobiosis con NO3_ como aceptor final de
electrones (NR respiratoria o disimilatoria). En cultivos 1li-
bres de R. japonicum es posible observar la formacidén de am-
bos tipos de NR (34), y en bacteroides simbifticos se encuen-
tran niveles elevados de la enzima (60).

En esta seccibén se presentaran experimentos en los
cuales se estudib6 el desarrollo de la actividad de NR en au-
sencia de Nojﬁ en relacién con la induccidén de Nasa en las
condiciones de cultivo microaerdbico antes descritas, y su ca
racterizacién parcial comparativamente con la enzima de bacte
roides simbibticos.

Los ensayos de medida de actividad de NR en R. ja-
ponicum 110 comprendieron dos tipos de determinaciones, ambas
con células enteras: en atmdbsfera exenta de O2 (NR(OZ—)) y en
presencia de aire (NR(02+)). En la Tabla III se muestran los
valores de actividad de NR en bacteroides simbibfticos en rizo
bios aer6bicos, y en rizobios de cultivos libres microaerobios

con Nasa activa, medidos todos en las dos condiciones mencio-

nadas.



Tabla III

Nitrato reductasa y nitrogenasa en Rhizobium japonicum 110

NR,ymoles NOZ—.h_l.mg—l
Nasa, rmoles C2H4.h-ldng—l
NR (O, +) NR(O,~)
2 2

Bacteroides
simbibticos 0.33 2.45 284
Rizobios aerdfbicos
en fase logaritmi- O 0 0
ca
Rizobios 0 3.75 148
microaer8bicos

Las actividades de NR y de Nasa fueron medidas como se des-
cribi6 en Materiales y Métodos. Los bacteroides fueron ex-
trafidos de nb6dulos de plantas de 42 - 45 dfas. Los rizobios
aerbbicos provenian de un cultivo normal aer6bico en MDG,
con PO4 25 mM, y los microaerbbicos habian sido cultivados

en el mismo medio con gaseado de O2 0.4% méas CO2 % en N2.

Los dos tipos de bacteria tuvieron altos valores de
actividad en ausencia de 02. En presencia de O2 solamente los
bacteroides tuvieron actividad de NR(02+), y el valor de ésta

fue inferior (aproximadamente 1/7) al encontrado en ausencia

de 02.

Estas relaciones se observan en el experimento de
la figura i9 en que se estudib el efecto del pasaje de atmbsfe
ra de aire a atmb6sfera exenta de 02, y viceversa, sobre la acu
mulacidén de NOZ' por accibébn de la NR; las bacterias fueron ri-

zobios cultivados en microaerobiosis (O2 0.4%) con actividad

de Nasa. La actividad en presencia de aire, al igual que lo



mostrado en la Tabla II, es nula, pero se recupera inmeditamen

1

te cuando se pasa a ausencia de 0,(4.5 umoles.h .mg-l). Inver

2
samente la NR que aparece muy activa durante el perfodo sin O

(3.5 umoles.h_l.mg_l) es totalmente inhibida por la introduc-

2

cidn de aire. En esta figura se indica con fines comparativos
la accidn reductora de nitrato por bacteroides simbibticos en

ausencia y presencia de O Con esta filtima la actividad era

2°
1/8 de la actividad sin 02. En un ensayo complementario se
probS el efecto de niveles de Ozen la fase gaseosa hasta 0.2%
(1/100 del aire). Esta baja concentracidn de 0,, que permitid
la expresidén de la Nasa y su actividad en los rizobios, resul-
t6 totalmente inhibitoria para la respectiva NR.

En otro experimento se siguid el curso de la acti-
vidad de NR en relacidén con la de Nasa a lo largo del cultivo
microaerobio (figura 20). La actividad de NR(02+) fue cero a
lo largo de todo el cultivo. Por otra parte, la actividad de
NR(OZ—) mostrd un gran crecimiento entre el dfia 0 (actividad
nula) y el dfa 6 (3.60 umoles.h_l.mg— ) y se mantuvo con al-
tos valores hasta el final del cultivo, en tanto que la acti-
vidad de Nasa después de alcanzar el valor miximo al dia 9,
comenz6 a disminuir hasta anularse el dfa 18. En un experimen
to similar se observd que la aparicibén de actividad de NR pre
cedia a la de Nasa; ya a las 24 horas de iniciado el cultivo
microaerobio la actividad de NR era 2.81 pmoles.h-l.mg—l, en
tanto la Nasa se detectS6 48 horas después.

La relacibn entre la expresién de NR y la de Nasa
fue estudiada en cultivos microaerobios en tres condiciones:
1. con aporte de CO2 en el gaseado; 2. en carencia de COZ; Y

3. con CO2 y NH4+ 20 mM en el medio de cultivo. En la Tabla

IV se indican las actividades de NR(OZ—) y NR(02+) y las



respectivas actividades de Nasa.

Tabla IV

Relacibn entre las actividades de Nasa y NR de R. japonicum 110

en cultivos microaerobios

*
Actividad especifica

Condici6n de cultivo

Nasa NR(OZ_) NR(02+)
1. gaseado con CO2 en MDG 95 3960 0
2. gaseado sin CO2 en MDG 0 4120 0
3. gaseado con CO2 en MDG 6 3490 0

mas NH4+ 20 mM

* -1 -1
nmoles.h “.mg “proteina

Los cultivos se realizaron como se describe en Mate
riales y Métodos en el medio MDG con fosfato 25 mM
(suplementado en el cultivo 3 con SO4(NH4)2), con

una mezcla de O2 0.3% en N que en los cultivos 1

2!
y 3 contenia CO2 1%3. Las actividades se midieron al
dfa 5 (cultivos 1 y 3) 6 6 (cultivo 2). Las absor-
bancias de los cultivos en el momento de las deter-

minaciones fueron: 1, 0.297; 2, 0.300; 3, 0.350.

Los resultados corroboran que en microaerobiosis no
hay actividad de NR(02+), y muestran que la actividad de NR(Ozﬂ
no estéd ligada a la de la Nasa, y que se dan situaciones de cul
tivo en las cuales se satisfacen los requerimientos para la ex-

presibén de la NR, pero no para la Nasa (condicibén 2); y en otra

en que la actividad Nasa estd fuertemente disminuida en tanto



la NR est& poco afectada (condicidén 3).

En una seccidn precedente de este capitulo se mos-
tré que es posible separar la poblacién de rizobios microaero
bios en 3 subpoblaciones en un gradiente discontinuo de densi
dad de sacarosa. Utilizando esta propiedad, se determin6 la
actividad de NR(OZ—) en cada una de las tres fracciones que
se obtuvieron a partir de un cultivo microaerdbico de R. japo
nicum 110. La mayor actividad de NR se encontrd en la fraccién
liviana del gradiente (1.47 umoles N02.h_l.mg—l) en la cual,
como se ha visto anteriormente, también reside el mayor conte’
nido de PHB. Las otras dos fracciones, media y pesada, conte-
niendo respectivamente el 23 y 15% de la proteina bacteriana
global, tuvieron actividades menores y muy semejantes (respec

tivamente 0.82 y 0.76 umoles.h—l.mg_l).

Se ensay6 si, en una atmb6sfera exenta de 02, los
rizobios que poseen Nasa, son capaces de reducir C2H2 utili-
zando NO. como oxidante celular. La actividad de Nasa en esas

3

condiciones fue cero.

PRODUCCION DE PORFIRINAS

Se ensayd en cultivos microaer6bicos de R. japoni-
cum 110 la formacién de porfirinas y su excrecibén al medio,
comparativamente con cultivos aerb6bicos. Los cultivos fueron
realizados en la forma descrita en Materiales y Métodos, y se
tomaron muestras de 50 ml a los 7 dias en el cultivo microae-
r6bico y a las 48 horas en el aerbbico (absorbancias a 500 nm,
0.520 y 0.610, respectivamente). Se analiz6 por separado el

contenido de porfirinas de las bacterias y del medio de



-77 -

cultivo. Debido a la presunta degradacifén de estas sustancias
en el medio a lo largo del cultivo no se intentd6 una cuantifi-
cacién de los pigmentos. La extraccibén, separacién cromatogré&-
fica, e identificaci6n de los ésteres metilicos de las porfiri
nas se realizb siquiendo el procedimiento descrito en Materia-
les y Métodos.

En el sobrenadante del cultivo microaerobio se en-
contr6 coproporfirina, mientras que en el correspondiente se-
dimento de rizobios se observd coproporfirina y en mucho menor
proporcién protoporfirina. Contrariamente en ninguna de las
dos fracciones del cultivo aer6bico se pudo detectar porfiri-
nas. En otro ensayo realizado sobre un cultivo aerfbico satura
do (absorbancia a 500 nm, 1.90) se encontr6 coproporfirina en

pequena proporcidén en las bacterias y en el sobrenadante.



DISCUSTION



EXPRESION ASIMBIOTICA DE LA NITROGENASA

El punto de partida del presente estudio ha sido la
obtencién de cultivos de R. japonicum 110 en condiciones asim-
bi6éticas, con actividad de Nasa. Como es ya bien conocido, la
condicifn esencial es un ambiente microaer6bico. Hemos corrobo
rado que concentraciones de 0250veces inferiores a la atmésfe-
ra, o menores, permiten que cultivos liquidos lleguen a expre-
sar esa actividad, y con fuentes de carbono como giuconato mé&s
succinato (mds glutamato como fuente de N) se han llegado a ob
tener cultivos cuya actividad de Nasa era cercana a la de bac-
teroides simbi6ticos de la misma cepa. Hemos considerado conve
niente contar con un sistema experimental en que, con concen-
traciones minimas de O2 en fase gaseosa, se lograse una mias e-
ficiente transferencia de O2 a la solucibén y a la masa de célu
las. Esto fue implementado con un dispositivo de cultivo dis-
continuo con gaseado permanente mediante burbujeo y agitacidn
magnética. El gaseado continuo ha sido poco utilizado en estu-
dios de induccién de Nasa por rizobio, y en todos los casos la
fase gaseosa contenia co, (100, 103). El empleo de este método
de oxigenacibén intensa nos permiti6 descubrir que en carencia
de Co, los cultivos no desarrollaban actividad de Nasa, y que

sf lo hacifian cuando la mezcla gaseosa inclufa CO, 1%.

2
La demostracién de esta propiedad fue posibilitada
por la capacidad del sistema experimental para eliminar el CO2
autogenerado por el propio cultivo (que oxida nutrientes carbo
nados). Con un régimen de hiperventilacifn adecuado en estado
de flujo estacionario se podria alcanzar a mantener en el me-
dio una concentracién de CO2 (en todos sus formas interconver-
tibles (Co2 + H2C03 + HCO3) ) que fuese inferior a la que se-

rfa criticamente necesaria para expresar la actividad de Nasa.



Esta condicién es la que se habrfa alcanzado en nuestros cul-
tivos al privéarselos de CO2 externo. El razonamiento anterior
conduce a esperar que, si la produccibédn de CO2 endb6geno fuese
muy grande, no podrfa lograrse, con un gaseado moderado, la
condici6n en que la Nasa no se expresa. Esto se observé en
ciertos cultivos con concentraciones bacterianas considerables

(

A500 nm mayor que 0.4) en que la actividad de Nasa se hizo
independiente del aporte externo de COZ' En estos casos la ca-
pacidad de eliminacibén de CO2 habria sido insuficiente frente

a la aumentada produccién end6gena de CO y el cultivo habria

97
alcanzado por si mismo la concentracién de é&ste necesaria para
la actividad de Nasa.

Los efectos de la presencia o ausencia de CO2 sobre
la actividad de Nasa no dependieron ni de modificaciones en la
velocidad de crecimiento del cultivo, ni de cambios en la evo-
lucién del pH. Esto permite descartar que dichos efectos se hu
biesen ejercido a través de alguna influencia de estos paréme-
tros del cultivo sobre la actividad de Nasa.

El mecanismo del efecto de carencia, o de presencia,
de CO2 sobre la actividad de Nasa nos es desconocido. Asi, no
sabemos cbémo ocurre durante el periodo de carencia de CO2 la
pérdida de la funcibn de Nasa previamente desarrollada. Se pue
de especular que sea afectado el componente I, o el II, o am-
bos; en cualquier caso los extractos acelulares deberfan care-
cer de actividad de Nasa. Los resultados del experimento preli
minar de caracterizacién de las proteinas sintetizadas por las
bacterias indican que en esa condicién de carencia de CO2 con-
tinuarfa desreprimida la sintesis de los polipéptidos observa-
da en bacterias activas en microaerobiosis, en particular aqué

llos a los cuales, por sus tamanos moleculares aproximados, se

les puede atribuir tentativamente la identidad de polipéptidos



de la Nasa. De ser ello asi, la carencia de CO2 no operaria co
mo el O2 (o el cGMP (95) ) a través de la represibén de los ge-
nes de la Nasa. Sin embargo esos polipéptidos, atin siendo sin-
tetizados en ausencia de CO2, podrian ser no funcionales, por
alteraciones en sus grupos prostéticos, o por modificaciones
de tipo regulatorio, quizls covalentes., Tampoco puede descar-
tarse que la falta de funcionalidad in vivo se deba a una alte
racién de los otros componentes celulares que participan en el
proceso de reduccidén de NZ' Adem&ds de los polipéptidos de la
Nasa, sus grupos FeS, y el cofactor FeMoCo, se requiere la fun
cibn de los sitemas de transporte de electrones y generacidn
de ATP, con oxidasas terminales especiales de alta afinidad
por O2 y eficiencia de fosforilacibn oxidativa (37), la genera
cibn de poder reductor con participacibén de ferredoxina y/o
flavodoxina, la energizacidn de la membrana para esta fGltima
(32), la excrecidbn de NH4+ al medio (54) en un proceso de trans
porte a través de membranas, y la operacién de mecanismos regu
latorios poco conocidos en que est&n involucrados al menos los

mencionados O cGMP (quizé&s ligado al anterior (95) ) y NH4+,

X
mediado probablemente por la glutamina sintetasa I (100, 101).

En tanto la carencia de CO2 podria conducir a la
inactividad, o la desaparicidn, de alguno(s) de esos componen-
tes, al restituirse la presencia de CO2, y a través de un pro-
ceso lento, se recuperarfa la funcidén del mismo mediante su ac
tivacién o su sintesis.

El CO2 podrfa actuar en estos fenfmenos por si o a
través de alglGn producto de su transformacibén. El CO, es un me
tabolito indispensable para la vida de las bacterias en condi-
ciones de prototrofia, como es el caso de los rizobios cultiva

dos en el medio de desrepresibn, de constitucién simple. En e-

sas condiciones Co2 intervendria obligadamente en muchos



procesos, entre los cuales podemos mencionar como ineludibles,
la sintesis de purinas y la de pirimidinas, de amino&cidos

(como arginina), de &cidos grasos, y la posible participacidn
en otras carboxilaciones en vias metabdlicas anapler6ticas. Ha

ce muchos anos Lowe y Evans (115) demostraron que CO2 es efec-
tivamente indispensable para el crecimiento de R. japonicum en
aerobiosis y senalaron en bacteroides la presencia de la pro-
pionil CoA carboxilasa (la fosfoenol piruvato carboxilasa no
se encuentra en bacteroides de R. japonicum (116) ). La in-
fluencia del CO2 podria asi ejercerse a través de la accidn de
cualquiera de estas sustancias derivadas.

Sin embargo, el hecho de observarse efectos de ca-
rencia de CO2 sobre la Nasa cuando el crecimiento todavia se

mantiene, obliga a pensar que la concentracién de CO, necesa-

2

ria para la accibdn sobre la Nasa es superior a la requerida

para las mGltiples formas de participacién en el crecimiento.
En este trabjo se exploraron algunos cambios celula

res en los rizobios que en vida libre llegan a expresar su Na-

sa. Las variables gue se manejaron para relacionarlos con la

+

4 en el me-

Nasa, fueron los niveles de 02, la presencia de NH
dio de cultivo, y la presencia o ausencia de COZ'
Los cultivos en microaerobiosis presentan profundos
cambios en la constitucibén y funciones celulares respecto de
las bacterias en condiciones aerbbicas. La magnitud de los mis
mos estd indicada por las grandes diferencias en las proteinas
sintetizadas en uno y otro estado, que se han podido ver en
las radiocautografias de las figuras 11 y 12. Esos cambios cul-
minan en la expresién de la Nasa activa. Las caracteristicas
que han adquirido las bacterias en ese proceso de diferencia-

cibén las asemejan a los bacteroides formados durante la asocia

ciébn simbibtica con la raiz. Asf lo senalan las evidencias



obtenidas en este trabajo, sobre la morfologfa, densidad bo-
yante, formacién y utilizacién de PHB, actividad de NR, y pro
duccibn de porfirinas en los rizobios en microaerobiosis, com
parativamente con bacteroides.

Los dos primeros aspectos, morfologfia y densidad
boyante, esté&n directamente relacionados a la acumulacidn de
PHB, y aparecen dependientes de ésta. La misma da lugar a la
formacibén de los grdnulos lipoides observados por microscopia
electr6bnica, que llegan a ocupar una fraccién considerable
del volumen celular. Estudios realizados con inclusiones de
PHB en Bacillus megaterium indican que la densidad boyante de
estos grdnulos hidrofébicos es aproximadamente 1.19 (117).
Este hecho permite explicar el comportamiento de las poblacio
nes celulares en la centrifugacibén en gradientes de densidad
de sacarosa. Las células que los contienen presentan una den-
sidad boyante menor que los rizobios carentes. Es posible que
esto se deba a que la altisima presidén osmética de las solu-
ciones concentradas de sacarosa del gradiente afecte al volu-
men citopldsmico acuoso provocando su concentracién y mayor
densidad, pero no a estas inclusiones hidrofébicas, gque cons-
tituyen una fase no acuosa de volumen invariable en estas cir
cunstancias. Asi la aparicién de formas bacterianas de densi-
dad boyante menor es una consecuencia y un indicador de la pre
sencia de PHB, y de la cantidad intracelular del mismo.

La formacién de PHB es una respuesta de muchas espe

cies de bacterias a la limitacién de O, en presencia de nu-

2
trientes carbonados, y constituye una forma de reserva de C u-
tilizable nuevamente en aerobiosis. En Azotobacter beijerinckii
(118) su sintesis y utilizacibdn aparecen vinculadas a la dispo

nibilidad de acetil-CoA, piruvato, 2-oxoglutarato, CoASH, ace-

toacetil-CoA y NADH, y la direccibn y regulacibén del proceso



estd determinada por el estado redox de la bacteria, refleja-
do en efectores como el NADH. Hemos corroborado que el PHB se
acumula en R. Japonicum 110 no solamente en las condiciones
de microaerobiosis intensa necesarias para la expresi6n de la
Nasa, sino también en cultivos aerb6bicos saturados en que la

gran masa celular limita la disponibilidad de O También he-

2
mos observado que el PHB acumulado es utilizado cuando se res
tituye la aerobiosis, y que el proceso refleja la disponibili
dad de 02. La HBDH, una enzima caracteristica de 1los bacteroi
des simbib6ticos, tiene en los cultivos microaer6bicos una ac-
tividad comparable a la de los primeros (53). Su vinculacidn
a la utilizacién de PHB se puso de manifiesto en el notable
aumento de actividad especifica en bacterias, que al ser some
tidas a aerobiosis consumieron su reserva de PHB.

La presencia de NR en R. japonicum 110 se ha obser
vado en bacteroides simbibticos, en bacterias en microaerobio
sis, y en bacterias en cultivos aerdbicos saturados, en fase
estacionaria. En todos estos casos la formacidén de NR ha ocu-
rrido en ausencia de NO3_. Esto, y la inhibicidn de su activi

dad por O, ain en niveles muy bajos, nos permite identificar

2
a esta enzima como una NR de tipo respiratorio. Ademds de es-
te tipo de NR, en bacteroides y en cultivos aerobios satura-
dos (crecidos en el medio rico ELM), se detecta una forma de

NR resistente a la inhibicién por O que no se oObserva en

X
cultivos microaer6bicos. En éstos el medio de cultivo fue el
MDG, (un medio minimo). La aparicién de NR resistente a O2 en
bacteroides y en los cultivos saturados aerobios, podria qui-
z4s deberse a la presencia de nutrientes diversos en el medio
de crecimiento (ELM, o el citoplasma vegetal). En ninguno de

estos casos la NR estuvo acompanada por nitrito reductasa (el

nitrito formado por reduccidn de NO3 en el ensayo de actividad



enzimtica, se acumulaba en el medio de reaccibn).

La induccidn de NR de tipo respiratorio o disimila
torio, en condiciones microaerdbbicas, es un fenbmeno comGn en
muchas especies de bacterias (119). En Escherichia coli la re
gulacién de la NR respiratoria estaria determinada por el es-
tado de un represor que serfa redox-sensible (120).

La formacidén de NR en nuestros cultivos microaer&6-

bicos tuvo lugar también en presencia de NH Esto refuerza

4 -
la caracterizacidn como enzima respiratoria o disimilatoria,
. . + . . . L .
insensible a NH4 , @ diferencia de la NR de tipo asimilatoria

que depende de la presencia del inductor NO3-, y es reprimida

+

. (121, 122).

por NH
La relacibn entre la expresidén de la Nasa y las o-
tras caracteristicas estudiadas en este trabajo, no es clara.
La formacién de PHB y la aparicibén de NR de tipo respiratorio
pueden independizarse de la expresidén de Nasa, como hemos vis
to en su insensibilidad a los cambios de COZ’ O en etapas tem
pranas de los cultivos microaerobios que no llegaron a tener
actividad de Nasa, o en el caso de la NR en etapas terminales
del cultivo en que la Nasa ha decaido, y también en cultivos

. + : . i
en presencia de NH en que la Nasa est§ inactiva (¢inhibida?).

4
Por otra parte, mutantes de R. japonicum 110 (94), y de R. spp.
(caupi) 32H1 (62) carentes de NR llegaron a expresar su Nasa
en cultivos microaerobios en vida libre, en forma andloga a

las cepas parentales, demostréndose asf la no esencialidad de
la funcién de la NR durante la expresiétn de la Nasa. No se co-
nocen mutantes afectados en la formaci6én o utilizaci6én de PHB,
con los que pueda evaluarse la influencia de éste, sobre la ex
presi6én de la Nasa. Podria ocurrir que estas capacidades meta-

b6licas relacionadas a los estados de privacién de O2 respondan

no a los requerimientos de la fijacién de N2' sino a la



independiente necesidad de asegurar la supervivencia de los
rizobios en eventuales condiciones desfavorables de disponibi
lidad de O2 o afin total anaerobiosis (por ejemplo, en suelos

inundados), en alguna de las etapas de su ciclo vital que com

prende no solamente la asociacidn simbidtica sino también la

vida libre en el suelo.



RESUMEN

Y

CONCLUSITONES



1.

Se estudib6 la expresibn en vida libre no simbi6tica de la
nitrogenasa de Rhizobium japonicum 110, y los cambios celu
lares que ocurrieron en ese proceso.

La expresidn de la nitrogenasa que tuvo lugar en cultivos
en medio MD con arabinosa o gluconato, con una atmésfera
de O2 0.3 - 0.4% en N2,

para la presencia de COZ' La privacién de CO2 a cultivos

mostrd un requerimiento absoluto

activos condujo a una pérdida de la actividad de nitrogena

sa, y la restitucidn de CO, revirtié el fenbmeno. La priva

2

cibén de CO2 no modificd el perfil de proteinas sintetizadas

en presencia de CO y en particular continubé en ausencia

X
de la actividad de nitrogenasa la sintesis de sus presun-
tos componentes proteicos. Este hallazgo agrega un nuevo
elemento de control de la fijacién bioldgica de nitrdgeno.
Otras caracteristicas tipicas de bacteroides simbibticos,

a saber: acumulacidn de poli-B-hidroxibutirato, baja densi
dad boyante de las células, modificaciones morfoldégicas, y
aparicidén de nitrato reductasa de tipo respiratorio, se de
sarrollaron en estos cultivos microaerobios. La falta de
dependencia de COZ’ la temparana aparicién de estos rasgos,

y su atenuada exigencia de limitacibén de O, comparada con

2
el estricto requerimiento de microaerobiosis para la expre
sién de la nitrogenasa, sugieren que esos caracteres no es
té&n ligados a la actividad de ésta. Los mismos podrian con
ferir ventajas para la supervivencia de R. japonicum en e-

tapas de su ciclo biolbgico diferentes del estado simbidti

co fijador de nitrégeno.




Figura 1
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Equilibracién de la composicién de la fase gaseosa al comienzo
del cultivo microaerobio. Un frasco erlenmeyer de 11 con 250 ml
de medio MDG inoculado con R. japonicum 110 fue gaseado desde
tiempo cero con una mezcla de O, 0.3% en N, m&s Co, 1% y un cau
dal de 20 ml/minuto. La concentracién de 0, se determiné por

cromatografia de gases en muestras tomadas de la fase gaseosa a

distintos tiempos.



Figura 2
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Reduccibén de NAD por extractos de R. japonicum 110: dependen-
cia del agregado de B-hidroxibutirato (HB). La mezcla de incu
bacién contenfa en un volumen final de 3.0 ml (umoles): Tris.
HCl, 100; acetato Mg, 3; NAD, 1.2; y extracto enzimdtico
(0.450 mg de proteina), pH 8. A los 5 minutos de incubacidn

se agregd 20 pymoles de HB (indicado por la flecha).



- 89 -

Figura 3
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Espectro de absorcién del &cido crotdnico resultante de la des
hidratacién de: (A——/\) PHB extraido de células de R. japoni
cum 110 cosechadas de un cultivo de 8 dias en condiciones mi-
croaerbbicas (O2 0.3% en N, m&s CO, 1%). ( e—e ) HB puro
(sigma). La purificacién del PHB extrafdo de los rizobios, vy
la deshidratacién con HZSO4 concentrado fueron realizas segfln

se describi6 en Materiales y Métodos.
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represién de la nitrogenasa. La composicién del medio MDG

Figura 4
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japonicum 110 en el medio MDG de des

(con
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gluconato), con PO4 25 mM fue descrita en Materiales y Métodos.

El cultivo fue gaseado permanentemente desde su inoculacibn

(tiempo cero) con una mezcla de O, 0.3% en N, mis CO2 1%.

2 2

Las

medidas de: Nasa (e); protefnas bacterianas ([J), y absorbancia

a 500 nm () fueron realizadas como se describi® en Materia-

les y Métodos.
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Cultivo microaerobio de R. japonicum 110 en el medio MDA de
desrepresién de la Nasa. La composicién del medio MDA (con
arabinosa) con PO4 25 mM fue descrita en Materiales y Mé&to-
dos. El cultivo fue gaseado permanentemente desde su inocula
cibén (tiempo cero) con una mezcla de 0, 0.3% en N, mas CO2
1%. Las medidas de: Nasa (e); proteinas bacterianas (), v
absorbancia a 500nm () fueron realizadas como se describif en

Materiales y Métodos.
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Figura 6

-

O

nmoles C,H.R' frasco

-

Niveles 6ptimos de O2 para la medida de actividad de Nasa.
Muestras de 2.0 ml extraidas en distintas etapas de un cul-

tivo microaerdbico (O2 0.3% en N, mas Co, 1%) de R. japoni-

cum 110 en el medio MDG (12.5 mM) fueron incubadas en fras-

cos de 10 ml con'C2H2 10%, y distintas concentraciones de

O2 (0; 0.2; 0.5; 1.0; 2.0, %, v/v, en N2). Se incub6 a 28°C

con agitaciébn durante 1 hora, y se determin6 el C H4 produ-

2
cido. Las absorbancias (500 nm) del cultivo en cada ensayo

fueron: (0—0), 0.550; (e—e), 0.710; (0—o0), 1.026.



Figura 7
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Cultivo microaerobio de R. japonicum 110 en el medio MDG suple-

mentado con NH4+ 20 mM, Rizobios crecidos en el medio MDG (PO4
25 mM) m&s (NH4)ZSO4 (linea discontfnua). Cultivo control: rizo
bios crecidos en el medio MDG (PO4 25 mM) (1finea contfnua). Ambos
cultivos fueron gaseados con una mezcla de O2 0.3% en N2 + Co2
1%. Las determinaciones de: actividad de Nasa (e); proteinas bac
terianas (Q), y A500nm(.) fueron realizadas como se describib

en Materiales y Mé&todos.
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Figura 8

Actividad de nitrogenasa y u.f.c. durante un
cultivo microaerobio de R. japonicum 110. Los
rizobios fueron crecidos en el medio MDG con
PO4 12.5 mM, en microaeroblosis con O2 0.3%

en N, mas CO2 1.0%. El procedimiento de culti
vo y las determinaciones de actividad de Nasa,
u.f.c., proteinas bacterianas, y ASOOnm fueron

las descritas en Materiales y Métodos.

Simbolos (de abajo hacia arriba)
(0o=——0) Actividad de Nasa

(—=e) Tiempo de generacidn (h)

(O—0) u.f.c. ml—l

(o——0) pH
(0—1{1) Protefinas bacterianas, uq.ml-l

(0—0) P54 nm

(o—e) u.f.c.—lxlo9

A500 nm
(—) Protefna.u.f.c. , P9
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Figura 9

Requerimiento de CO, para la expresién de la Nasa

2
en cultivos microaerobios de R. japonicum 110. El
medio de cultivo fue MDA PO, 12.5 mM m&s PIPES

12.5 mM. El procedimiento de cultivo fue el des-

crito en Materiales y Métodos. La composicidn de

las mezclas gaseosas microaer6bicas fueron: O

2
0.3% en N2 mas CO2 y O2 0.3% en N2. (@) cultivo
experimental con cambios de COz; (o) cultivo con-

trol gaseado sin COZ; y (O) cultivo control ga-

seado con COZ‘
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Figura 10
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Efecto de CO, sobre la actividad de la Nasa en cultivos micro-

2
aerobios de R. japonicum 110. El medio de cultivo fue MDA mis

PO4 25 mM. El procedimiento de cultivo fue el descrito en Mate-
riales y M&todos. La composici6én de las mezclas gaseosas fueron

0, 0.3% en N, + CO, vy O, 0.3% en N,. (@) cultivo experimental

con cambios de C02; (Q) cultivo control gaseado con COZ'
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Figura 11

Proteinas sintetizadas por R. japonicum 110 en diversas condicio
nes fisiolbgicas. Gel A: electroforesis en gel de poliacrilamida
10%, y radioautografia de proteinas marcadas con metionina-358.
Los trazos laterales indican la posicibén y peso molecular de pro
tefnas conocidas (en kilodalton). Condiciones de los distintos
cultivos: 1) cultivo aer6bico en MDA en fase logaritmica (andari
veles 1 y 5); 2) cultivo mlcroaeréblco en MDA (+ Co, ) con Nasa
activa (25 nmoles C2H4 .h 1.mg ) (andariveles 3 y 6), 3) cultivo
2) al cual se le omitié CO2 en la mezcla de gaseado y su activi-
dad de Nasa cayé a cero a las 48 horas (andariveles 2 y 4). Se
sembraron 150.000 cpm en los andariveles 4, 5 y 6; y 300.000 cpm

en los andariveles 1, 2 y 3.
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Figura 12

Protefinas sintetizadas por R. japonicum en diversas condiciones
fisioldgicas. Gel B: electroforesis en gel de poliacrilamida
12.5%, y radioautografia de proteinas marcadas con metionina—358.
Los trazos laterales indican la posicibén y peso molecular de pro
tefnas conocidas (en kilodalton). Condiciones de los distintos
cultivos: 1) cultivo aerbbico en MDA en fase logaritmica (andari
vel 2); 2) cultivo microaer6bico en MDA (+ COZ) con Nasa activa
(25 nmoles C.H,.h *

24
cual se le omitid CO, en la mezcla de gaseado y su actividad ca-

.mg-l)(andariveles 3y 5); 3) cultivo 2) al

y6 a cero a las 48 hs. (andariveles 1 y 4); 4) cultivo microaero

bio (+ coz) en MDA més NH4+ 20 mM, con actividad de Nasa cero,
pero que a las 24 hs. tuvo actividad baja (5 nmoles C2H4.hﬁkng-l)

(andarivel 6). Se sembraron 300.000 cpm en los andariveles 1, 2,
4 y 6; y 150.000 cpm en los andariveles 3 y 5.



- 101 -

Figura 13
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Gradientes discontinuos de densidad de sacarosa.
A: Distribucién de poblaciones de bacteroides de la cepa R. ja-
ponicum 110 extrafdos de nbSdulos de soja de 42 dfas. Densidades:
fracci6én pesada (N°4), 1.281; fraccibén media (N°9), 1.252: frac
cién liviana (N°15), 1.211. B: Distribucién de las subpoblacio=
nes aisladas de un gradiente de bacteroides. Cada una de las 3
fracciones del gradiente A fueron aisladas y corridas nuevamen-
te por separado en gradiente. (o---0), fraccidn pesada; (Q----0)

fracci6én media; (e—e), fraccién liviana. Los gradientes se
realizaron de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos.
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Figura 15

prot.total )
-

> T
S

O
S50
S+
Z

C

\O L
O

U o [
O

—

Cds

-
r

A B C D E F G

Subpoblacién liviana de R. japonicum 110 en diversas condicio-
nes de cultivo. Cada cultivo fue analizado en un gradiente dis
continuo de sacarosa como se describid en Materiales y Mé&todos.
A: bacteroides de nédulos de 42 - 45 dfas; B: cultivo aerdébico

en medio MDG en fase logaritmica ( 0.400); C: cultivo

Asoonm®

microaerb6bico con CO, en medio MDG, con Nasa activa; D: culti-

2
vo microaer6bico con CO, en medio MDG mé&s (NH4)ZSO4 10 mM, sin

actividad de Nasa; E: ciltivo microaerdbico sin CO2 en medio
MDG, sin actividad de Nasa; F: cultivo aerb6bico en medio MDG,
en fase estacionaria (ASOOnm: 1.94); G: cultivo aerdbico en fa
se logaritmica, en medio MDG, incubado con N3Na 5 mM durante

12 horas.
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Figura 16

Micrografia electr6nica de R. japonicum 110 de cultivo micro-

aerbbico. Los rizobios provenian de un cultivo microaer&bico
(O2 0.3% en N2 ﬁés CO2 1%) de 7 dias en el medio MDG (PO4 25
mM) , con actividad de Nasa. La preparaci6n del material para
su observaci6n fue realizada segln se describif en Materiales
y Métodos. N6tese los prominentes gr&nulos de PHB, y los de

polifosfato (PF) asociados a la regifn nucleoide (22.000 x).
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Figura 17
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Cambios de contenido de PHB y proporcién de fraccidén liviana
de un cultivo de R. japonicum 110 en medio MDG. El cultivo
se gaseb permanentemente con O, 0.3% en N, més co, 1%. E1
dia 6 se interrumpid el gaseado microaerobio y quedd expues-
to al aire. Veinticuatro horas después la concentracibén de
0,
de PHB (% peso seco); e—e fraccibn liviana (% de la protefl

de la fase gaseosa se estimd en 10 - 12%. N—\ contenido

na total).
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Figura 18
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Pasaje de microaerobiosis a aerobiosis: cambios en el contenido
de PHB, y actividad de HBDH en R. japonicum 110. El cultivo se
desarrolld6 en el medio MDG y PO4

con la mezcla 0, 0.3% en N, més CO2 1%. E1l dia 5 (actividad de
Nasa 63 nmoles.h_l.mg_l)'se interrumpi6 el gaseado microaer&bico

25 mM, gaseado permanentemente

y quedb expuesto al aire.(e——e)contenido de PHB; (&—d)activi-
dad de HBDH; (m®m

cultivo. Las determinaciones se realizaron seg(n se describi6 en

B )concentracién de 0, en la fase gaseosa del

Materiales y Métodos.
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Figura 19
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Efectos de la presencia o ausencia de O, sobre la reduccién de

2
NOB- por la NR de rizobios cultivados en microaerobiosis. Los
rizobios (e, 0) provenian de un cultivo microaerobio (O2 0.4%
en N2 mds CO2 1.0%) en medio MDG, y con una actividad de nitro

4.h_l.mg_lproteina. La composicidbén de

genasa de 95 nmoles C2H
la mezcla de incubacidén (3 ml por frasco) fue la descrita en

Materiales y Métodos; el ensayo comenz6 a tiempo cero agregan-
do la suspensidén de rizobios (0.120 mg de porteina por frasco).
Un ensayo (e) se realiz6 en presencia de aire los primeros 30

minutos y se continué en ausencia de 02. El otro (o) se reali-
z6 en el orden inverso. Incubacién en ausencia de O2 ----; en
: ﬁSNOZ- formado por bacteroides simbi6-

presencia de aire

ticos en ausencia de O,; A , idem, en presencia de aire.
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Figura 20
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