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INTRODUCCION.

El nitrdégeno (N,) es el elemento mas abundante en la
atmésfera terrestre, representa el 80% de los gases dque la
forman; sin embargo las plantas y los animales son incapaces de
utilizarlo para crecer; sdélo las bacterias fijadoras de nitrdgeno
lo usan, reduciéndolo a NH5, aumentando de esta manera la can-
tidad de formas nitrogenadas utiles en la bidsfera. A la
conversién de N, en NH; por los seres vivos se le denomina
fijacidén biolégica de nitrdgeno.

Las plantas asimilan los compuestos nitrogenados inorganicos
que se encuentran en el suelo; transformandolos en compuestos
nitrogenados celulares, tales como proteinas, acidos nucléicos y
otras biomoléculas importantes.

Debido a su escasez, el nitrdgeno disponible en el suelo
para ser utilizado por 1las plantas es uno de los factores que
limitan la agricultura, es por esto que los suelos deben ser fer-
tilizados constantemente. El proceso de Haber Bosh para la
produccién de fertilizantes requiere un gasto muy grande de
energia (altas temperaturas y altas presiones) y un procesado
costoso (transporte, almacenamiento y aplicacidén); esto ha dado
como consecuencia que se concentre la atencion en el estudio de
la fijacién bioldégica de nitrdégeno como una alternativa para el
incremento y mejoramiento de la produccién agricola.

La sustitucion de fertilizantes nitrogenados por fijacién
biolégica de nitrégeno se ha visto limitada por la poca eficien-
cia de fijacidén de nitrégeno de algunas cepas empleadas como in-
oculantes ademas gque las cepas enddégenas son en general mas
capaces, de competir con las cepas inoculadas por la planta (1).

RESPIRACION BACTERIANA:

La funcidén principal de la respiracién bacteriana es la
translocacién de protones hacia el exterior de la membrana
plasmatica, para generar una fuerza motil de protones que es
utilizada en la sintesis de ATP. Diferentes especies bacterianas
pueden utilizar O, Yy otros compuestos como ultimo aceptor de
electrones (eg NO3). Aqui se revisaran las cadenas respiratorias
que utilizan O, como ultimo aceptor.

La cadena respiratoria bacteriana esta formada por
diferentes componentes que asemejan la composicién de la cadena
respiratoria mitocondrial (2, 3). Estos incluyen, deshidrogenasa
de NADH, deshidrouyenasa de succinato, proteinas fierro azufre,
quinonas y citocromos del tipo a, b, ¢, 4, y o. A difrencia de
la cadena respiratoria mitocondrial, en la mayoria de las bac-
terias existen md&s de un citocromo oxidasa terminal (2, 3). Se
han distinguido 4 diferentes tipos de citocromos con capacidad de
reaccionar y reducir Oyt estas son citocromo aa,, citocromo o,
citocromo d y citocromo a; (3).

Recientemente se propuso que estos citocromos oxidasas ter-
minales pueden formar parte de cuatro tipos de cadenas
respiratorias que se distinguen por la composicién de citocromos
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y por el lugar donde se bifurca la cadena respiratoria (2). El
primer tipo de cadena los citocromos terminales oxidan a
citocromos tipo ¢ y las oxidasas terminales tienen grupos hemo
del tipo a (aaz, a;), tipo 1A y hemo tipo b (citocromo o) tipo
1B. En este tipo de cadenas se encuentra un complejo de
citocromos b/c,, homélogo al encontrado en mitocondria el cual
reduce al citocromo ¢ (2). El complejo b/c,; fue inicialmente
descrito en Rhodopseudomonas capsulata (4) y Paracocus
denitrificans (5), y recientemente en una especie de Rhizobium,
Bradhirhizobium japonicum (6). Este tipo de cadenas se bifurca a
nivel de citocromo ¢ (2). Como ejemplos de citocromos o que
oxidan a citocromos tipo ¢ se encuentran los de Rhodopseudomonas
palustris, Azotobacter vinelandii y Pseudomonas aeruginosa (7, 8,
9).

El otro tipo de cadenas (2A y 2B) no participan citocromos
tipo ¢ y se bifurca a nivel de la ubiquinona-8. Las oxidasas
terminales asociadas a este tipo de cadenas son citocromos o y
citocromo 4d. Ejemplos de citocromos o que oxidan a citocromos
tipo b son Escherichia coli y Salmonella typhimurium (10, 11).

1) Citocromos aag

Estas oxidasas son las mas parecidas a la oxidasa
mitocondrial, sin embargo se distinguen por una composicién de
subunidades mds simple y por estar asociados a citocromos ¢ o ¢4
(3).. Este citocromo oxidasa se presenta en la mayoria de los
diferentes grupos fisioldégicos bacterianos (12) y generalmente se
encuentra con citocromo o como oxidasa terminal alterna. E1
citocromo aa; es reemplasado por citocromo o cuando se cultivan
las bacterias en bajas tensiones de 0, (13, 14, 89). E1l
citocromo aa; se ha purificado de diferentes especies bacterianas
Yy se ha reportado que esta formado por 2 6 3 subunidades a
diferencia de la enzima mitocondrial que esta formada por 7 a 13
subunidades (3). Las tres subunidades que forman el citocromo
aa, de la bacteria termofilica P83 son homdlogas a la enzima
mitocondrial (15), al igual que la enzima de Paracocus
denitrificans (16, 17). La absorcidén caracteristica de 1los
grupos hemos tipo a da& una absorcidén de 424 y 602 nm para la en-
zima oxidada, y de 445 nm y 605 nm para la enzima reducida (3).
Como en el caso de la enzima mitocondrial en el citocromo aa,,
los dos grupos hemos se distinguen por sus propiedades para unlr
ligandos. Citocromo a, une, en su forma reducida CO, cianuro, y
otros ligandos. El ciiocromo a no une estos ligandos (18). El
citocromo aa, contiene 2 o 3 atomos de cobre que son importantes
para la reduccidén del 0, (2). La enzima tiene una Km por
oxigeno, 4 a 8 uM (ver 13) lo que la distingue como la oxidasa
terminal bacteriana con menor afinidad por 0,.

El citocromo aaj funciona como una bomba de protones (3).
Esto ha sido demostrado con enzima purificada y reconstituida en
vesiculas membranales de tres diferentes especies bacterianas
(19, 20, 21).

En Paracocus denitrificans se aisld un gene cuya secuencia
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nucleotidica es homéloga al gene que codifica para la subunidad
ITI mitocondrial (17). Un segundo gene que se encuentra 1.5 Kb
rio abajo del gene de la subunidad II, ha sido descrito con alta
homologia al gene de la subunidad III de la oxidasa mitocondrial
(22).

2) Citocromo o:

El citocromo o es la oxidasa terminal mds representada en
diferentes especies bacterianas (14). Por otra parte se ha
demostrado que existe una relacidén antigénica entre citocromos o
de diferentes especies bacterianas (23).

El citocromo o es una proteina membranal gque ha sido

purificada recientemente (3). Estda formado por 2 ¢ 4 sub-
unidades, y se puede encontrar otro grupo hemo b o hemo ¢
asociado al hemo b del citocromo o (3). Se ha propuesto que el

citocromo o puede participar en dos tipos de cadenas
respiratorias dependiendo si oxidan a citocromos tipo b o tipo ¢
(2)-

En Escherichia coli se reporté la presencia de cobre en el
citocromo o (10) al igual que en la bacteria P83 (25). Estas dos
bacterias tiene citocromos o, que oxidan a citocromos tipo b
(24, 10). Por lo que se ha sugerido que los citocromos o que
oxidan a citocromos tipo b utilizan cobre en la reduccidén del 0,
(2).

El citocromo o reducido tiene una absorcién caracteristica
tipica de citocromos b (picos 430 y 560 nm), por lo que su
identificacidén espectofotométrica requiere el identificarlo por
su capacidad de reaccionar con CO (3). Espectros de
preparaciones reducidas mds CO muestran sefales caracterizticas a
417 y valles a 430 y 560 nm.

Evidencia directa que el citocromo o reacciona con O, se ha
obtenido a través de la fotolisis del complejo formado por la
oxidasa y CO, en presencia de 0, a temperaturas abajo de 0 C. En
E. coli (25), Vitroecilla (26) y Acetobacter pasteurianum (27) se
demostré que el espectro diferencial después de la fotolisis es
el inverso del espectrodiferencial de mondéxido de carbono. En
presencia de O, se forma un complejo de O, con el citocromo el
cual no es fotodisociable.

En diferentes especies bacterianas se han reportado que el
citocromo o tiene una Km por O, de 1-8 a 6.5 uM (3), sin embargo
se han reportado Km menores, a 1 uM en Escherichia coli (28),

Salmonella typhimurium (29) y Beneckea natriagens (14).

El citocromo o de E. coli es capaz de generar un potencial
de membrana cuando se reconstituye en proteoliposomas en presen-
cia de ubiquinona-8 y piruvato oxidasa (30). En otro estudio se
demostré que la oxidacién de quinol (donador de hidrégeno) in-
volucra la liberacién de protones al exterior de las membranas
(31), sin embargo utilizando N,N,N',N'-TMPD como donador de
electrones se presenta un cambio en el pH externo muy bajo (31).
Estos datos demuestran que el citocromo o no cataliza una
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translocacién vectorial de protones, sino que genera un grad%gnte
de pH a través de reacciones gque consumen y liberan H' en
diferentes lados de la membrana (3). Sin embargo en Rodop-
seudomona capsulata se ha propuesto que el citocromo o si fun-
ciona como una bomba de protones (32).

En E. coli se dexcribidé el aislamiento de una mutante que
carece de citocromo o. Esta mutante se aislé a partir de una
cepa citocromo 4~ (33). La doble mutante cit o~ cit 4~ es in-
capaz de utilizar succinato en aerobiosis, sin embargo puede
utilizar NO; como aceptor de electrones (33).

3) Citocromo 4a:

El citocromo d4 se puede encontrar entre bacterias gram
negativas heterotréficas. El citocromo d4 generalmente se en-
cuentra asociado al citocromo o como oxidasa alterna (3). Se ha
reportado que el citocromo d4 de diferentes bacterias gram
negativas es idéntico antigénicamente (34).

En cuanto a su regulacidén se ha reportado que el citocromo d
se expresa en condiciones de limitacién de 0O, (14, 35), sin enm-
bargo esta es sélo una de las condiciones donde se induce la
expresioén de citocromo 4. Otras condiciones donde se expresa el
citocromo d son en la fase estacionaria de crecimiento,
crecimiento en anaerobiosis, crecimiento en presencia de cianuro
y en condiciones de limitacién de cobre (35).

Un complejo enzimdatico que contiene la oxidasa d se purifico
de E. coli y Photobacterium phosphoreum (36, 37). En estas dos
bacterias se encontré que el complejo esta formado por dos sub-
unidades de diferente peso molecular. Espectros de preparaciones
reducidas menos oxidasas muestran la presencia de hemos tipo b,

tipo 4 (8) y citocromo a, (3, 36, 37). El hemo d es capaz de
unir co (38, 39). La oxiéasa purificada no tiene cobre (36, 37,
39, 40). La oxidacién de quinol por citocromo 4 se inhibe con

concentraciones de cianuro y azida mucho mayores gque las
requeridas para inibir la oxidacién de quinol por citocromo o
(36, 37).

Utilizando anticuerpos y genéticamente se pudo demostrar que
la subunidad I contiene al citocromo b ggg y la subunidad II a
los citocromos 4 y a; (40, 41).

El citocromo 4 en su forma reducida absorbe a 628 a 632 nm,
esta absorcidén se recorre 5nm hacia el rojo en presencia de CO
(3) = En preparaciones aireadas el pico del citocromo 4 se
recorre alrededor de 650 nm (3).

El citocromo d4 reacciona con O, y CO y presenta una Km por
0, que va de 0.024 a .39 uM (42, 23), lo que distingue a este
citocromo como la oxidasa bacteriana con mayor afinidad por O,
(3). En Acetobacter pasteurianus se demostré por experimentos de
fotodisociacidon que el citocromo a; Yy bggg participan en la
reduccioén de citocromo 4 (27).

El citocromo 4 de E. coli (43) se ha reconstituido en
proteoliposomas y se demostré que es capaz de generar un poten-
cial de membrana hasta de 160 a 180 mV, y se ha sugerido que este
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potencial se produce de una manera analoga al producido por el
citocromo o (43).

En E. coli se reportd el aislamiento de mutantes incapaces
de oxidar el colorante TMPD (44). Una de estas mutantes carece
de citocromos 4, b sgr 2 Y de las dos subunidades (45).

La alta sensibilidad de esta mutante por CN y Azida de Na
permité aislar mds mutantes por su sensibilidad a azida (45).
Esta mutantes muestran lesiones en dos diferentes grupos de
complementacién cydA y cydB (45). Posteriormente se aislaron
genes que complementan estas mutantes y se identificaron como los
genes estructurales de citocromo 4 (46).

Citocromo a;.

Los estudios originales de la composicién de citocromos de
la bacteria Aacetobacter pasterianum mostré una banda de
abosrcién a 589 nm que desaparecia al agitar los ultimos cultivos
(47). La absorbancia a 589 nm era suficiéntemente lajana a la de
aay (600 nm) lo que permitié distinguir estos pigmentos (3). Pos-
teriormente se ha designado citocromo 2a; a todos aquellos pigmen-

tos que absorben cerca de 590 nm. Sin embargo se ha demostrado
que en el caso de ciertos pigmentos que absorben luz a cerca de
590 nm no funcionan como oxidasas terminales (3). Este es el

caso de E. coli, Corynebacterium, Halobacterium halobium y
Rhizobium sp en los cuales se demostré que el citocromo a, tiene
un hemo tipo b y pudlera ser una hidroperoxidasa (3).

En otras especies bacterianas se demostrd la participacién
del citocromo a,;, como oxidasa con experimentos de
fotodisociacién y unién de 0, (3). En el caso de T. ferroxidans
la enzima parece involucrar a cobre con reduccién del O, (48).

FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO:

El género Rhizobia incluye a las bacterias gram negativas
habitantes normales del suelo, que interactuan con las raices de
las leguminosas para formar nédulos en los que se lleva a cabo la
fijacion de nitrdégeno. Para que se forme un nédulo es necesario
que exista un reconocimiento especifico entre la bacteria y la
planta, y que Rhizobium penetre por los pelos radiculares hasta
la corteza de la raiz, donde pasa a través de la pared celular y
quedan englobado en vesiculas membranosas dentro del citoplasma
(49). En la formacién de un ndédulo existe una marcada
proliferacién de las células de la corteza radicular y un proceso
de diferenciacion de ambos participantes; Rhizobium generalmente
sufre cambios morfoldégicos y metabdlicos. A esta forma
diferenciada se conoce como bacteroide el cual llevara a cabo la
fijacioén del nitrégeno atmosférico.

Durante la simbiosis entre Rhizobium y la planta, esta
ultima provee a los bacteroides de substratos de carbono para
garantizar el poder reductor y energético necesarios para la
fijacion de nitrégeno; a la vez la planta requiere de esqueletos
de carbono y poder energético para la asimilacién de amonio
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fijado por los bacteroides. Es necesario identificar 1los
esqueletos de carbono que ocupan los bacteroides para poder en-
tender cémo el metabolismo de carbono de la planta y el de
Rhizobium se coordinan, ademdas de poder identificar las rutas
metabdlicas que intervienen en la oxidacién de estos sustratos
con el fin de poder establecer estrategias que permitan selec-
cionar mutantes mas eficientes en estos procesos. En diferentes
especies de Rhizobium se ha identificado a los acidos
dicarboxilicos (succinato, malato, etc.) como los esqueletos de
carbono gque metabolizan los bacteroides. La evidencia que
sugiere ésto se ha obtenido a través del estudio de 1la
utilizacidén de diferentes fuentes de carbono por bacteroides ais-
lados. De ésta manera se reporto que bacteroides de
Bradyrhizobium japonicum transportan acidos dicarboxilicos por un
mecanismo activo y que tienen un sistema de transporte para car-
bohidratos lento y pasivo (50). Este mismo tipo de evidencia se
reporté para especies de Rhizobium de crecimiento rapido (51,
52).

Otro enfoque experimental que sugiere la utilizacidén de 1los
dcidos dicarboxilicos como fuente de carbono por los bacteroides
ha sido el aislamiento de mutantes afectadas en la utilizacidén de
diferentes fuentes de carbono y su caracterizacién en cuanto a
sus capacidades simbidéticas (nodulacién, y fijacioén de
nitrégeno). De esta manera se reporté el aislamiento de mutantes
de Rhizobium leqguminosarum que carecen de la actividad de
glucocinasa, fructocinasa y piruvato deshidrogenasa, las cuales
no pueden utilizar azucares como fuente de carbono y sin embargo
no se ven afectadas en su capacidad de fijar nitrdégeno (53). Por
el contrario, mutantes de Rhizobium leguminosarum que no
transportan succinato nodulan pero no fijan nitrégeno (54). Otro
tipo de mutantes que sugiere la wutilizacién de succinato
son las que carecen de la deshidrogenasa succinica en Rhizobium
meliloti, las cuales son incapaces de fijar nitrdégeno (55).

SENSIBILIDAD DE LA NITROGENASA A 0,-

La nitrogenasa es la enzima que cataliza la reduccién de N,
a NH;. Esta formada por dos componentes (56). El componente I o
proteina Fe-Mo, tiene un peso molecular de 200,000 daltones; esta
formada por dos tipos de polipéptidos que forman un tetramero.
Este componente contiene uno o dos atomos de molibdeno y otros
veinte a treinta atomos de fierro (Fig. 1).

E1l componente II o proteina-Fe, tiene un peso molecular de
50,000 daltones esta formado por dos subunidades idénticas y con-
tiene de uno a cuatro atomos de fierro.

La proteina II es reducida por algun donador de electrones
(ferrodoxinas, flavodoxinas, NADPH). En el estado reducido forma
un complejo con Mg-ATP, lo que resulta en un cambio confor-
macional que permite la interaccidén con el componente I y la

transferencia de un par de electrones a éste componente ; este
proceso estd ligado a la hidrélisis de ATP. La proteina I
reducida cataliza la reduccién del N,. Asi la reduccién de

nitrégeno molecular se lleva a cabo dando como productos NH,5 y H,
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(57). Los dos componentes de la nitrogenasa son sensibles al O
(58) . E1 componente II es mas sensible que el componente I. E
componente II de la nitrogenasa de Klebsiella pneumoniae y
Azotobacter chroococcum tiene vida media de 45 segundos en
presencia de aire. El de Azotobacter vinelandii de 2 minutos.
El componente I de A. vinelandii y A. chroococcum tienen
vida media de 10 minutos. El de K. peneumoniae 8 minutos y el de
Bradhyrhizobium japonicum 4.5 min (58).

A pesar de la sensibilidad al O, de la nitrogenasa, la
capacidad de fijar nitrdgeno se ha encontrado en microorganismos
que son aerobios estrictos (59). Esto implica el desarrollo de
diferentes estrategias que permiten la proteccidn de la
nitrogenasa del 0, (58).

PROTECCION DE LA NITROGENASA DEL 02 DURANTE LA FIJACION SIM-
BIOTICA DE NITROGENO.

La regulacién de abastecimiento de 0, dentro del ndédulo es
de vital importancia para la fijacidén simbidtica de nitrdégeno, ya
que los bacteroides requieren un flujo alto de 0O, para la
sintesis de ATP pero a su vez la nitrogenasa, como se menciond
previamente, es inactivada irreversiblemente por altas tensiones
de 0,.

1) Leghemoglobina.

Las células infectadas del nédulo contienen una hemoproteina
(leghemoglobina) que une O, de manera reversible con alta
afinidad (60). Esta proteina tiene una alta homologia a nivel de
la secuencia del DNA con otras globinas de origen animal (61).
Esta proteina se ha relacionado con el transporte de 0, a los
bacteroides, ya que no se encuentra en células no infectadas
(62). Se ha propuesto que la leghemoglobina funciona como un
transportador muy eficiente de 0, que a la vez mantiene una
tensioén muy baja de 0, libre (63).

La leghemoglobina es producto de la simbiosis, ya que se ha
demostrado gque el grupo hemo es sintetizado por la bacteria y la
apoproteina por la planta (64, 65, 66).

El papel de la leghemoglobina en el transporte de 0, a los
bacteroides fue sugerido por experimentos que demostraron que los
bacteroides aislados de R. leqguminosarum presentan una actividad
6ptima de fijacidén de nitrégeno a tensiones de oxigeno menores en
presencia de leghemoglobina (67). Sin embargo, el papel de esta
proteina en la proteccién de la nitrogenasa depende de su
localizacidén intracelular, ya que se requiere su presencia en el
espacio peribacteroidal para bajar la tensidn de 0, a la que esta

expuesta la nitrogenasa (60). A este respecto se reporté que en
nédulos de Soya y de Lupini la leghemoglobina se encuentra ex-
clusivamente en el citoplasma vegetal (62, 68). Sin embargo,

otros autores reportaron que hasta el 30% de la leghemoglobina
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esta compartimentalizada en el espacio peribacteroidal en nédulos
de Soya (69).

2) Barrera de la difusién de 0,.

La existencia de una barrera a la difusién de O, en el inte-
rior del nédulo se ha demostrado utilizando microelectrodos de
0,, con los cuales se demostré que la concentracién interna de 0,
se regula en respuesta a cambios a la concentracién externa de
0, (70), sin que ocurran cambios en la respiracién (71). Se ha
propuesto que esta barrera se localiza en la corteza nodular
rodeando las células infectadas (72). También se ha sugerido que
esta barrera consiste de una capa continua de células con
espacios intracelulares llenos de agua (73).

3) Proteccién Respiratoria.

Este mecanismo de proteccidén de la nitrogenasa del O, se
reporté inicialmente en Azotobacter vinelandii, una bacteria
fijadora de nitrégeno; se propuso cuando se reportd que A.
vinelandii consume m&s carbono del que se requiere para satis-
facer sus requerimientos energéticos y de crecimiento cuando se
cultiva en tensiones altas de O, y en ausencia de nitrdgeno (74).
Posteriormente se reporté que cuando Azotobacter vinelandii se
cultiva en estas condiciones su capacidad respiratoria aumenta de
manera considerable (75) y este aumento en respiracién no esta
acoplado a la sintesis de ATP (76). La cadena respiratoria se ha
estudiado exhaustivamente y se ha reportado que sus componentes
incluyen deshidrogenasa de NADH, deshidrogenasa de malato,
hidrogenasa, ubiquinona-8 y cuando menos siete citocromos, b-
560, C,, Cg, C-551, y las oxidasas terminales a;, d y o (77,
78) . !La proteccidén respiratoria de la nitrogenasa se lleva a
cabo por un aumento en la respiracién que se ve acompafiada de un
aumento de la actividad de la deshidrogenasa de NADH y de los
niveles de citocromo 4 (79).

En diferentes especies de Rhizobium existen evidencias que
sugieren la existencia de proteccidén respiratoria. Los bac-
teroides de Bradhyrhizobium japonicum tienen dos sistemas de
oxidasas de diferente afinidad por el 0,, pero sélo el de alta
afinidad parece estar acoplado eficientemente a la produccién de

ATP (80). Por otra parte, Rhizobium spp, el cual es capaz de
fijar nitrégeno en vida 1libre, aumenta su respiracién en ten-
siones altas de O, (80). Con base en estos resultados se propuso

que el sistema de oxidasas de baja afinidad puede funcionar como
un sistema de proteccidén similar al reportado para Azotobacter
(80) .

Otras evidencias que sugieren la existencia de proteccién
respiratoria en Rhizobium son: Los bacteroides aislados de plan-
tas de Siratro aumentan su respiracién y actividad de nitrogenasa
en presencia de citosol de nédulos (81). Este efecto no se debe

9



a leghemoglobina sino a la presencia de ciertos substratos
respirables (e.g. Ascorbato) (81). Azorhizobium caulinodans es
capaz de fijar nitrégeno en vida libre y tiene la capacidad de
inducir su capacidad respiratoria al aumentar la tensién de 0,,
manteniendo una concentracién de O, libre baja (82).

LA CADENA RESPIRATORIA DE Rhizobium.

1) La Cadena respiratoria en vida libre.

La composicién de citocromos de la cadena respiratoria de
Rhizobium cuando se cultiva en condiciones aerdbicas se ha
reportado para diferentes especies. Bradyrhizobium japonicum,
Rhizobium lequminosarum y Rhizobium trifolii expresan citocromos
tipo b, citocromos tipo ¢ y cuando menos dos citocromo oxidasas:
citocromo o y citocromo aa, (83, 84, 85). En Bradyrhizobium
japonicum las oxidasas terminales o y aa; se identificaron por
espectros de fotodisociacién (83).

En otra especie, Azorhizobium caulinodans, se reportd que la
composicién de citicromos no incluye a la oxidasa terminal o
(86). Esta bacteria presenta citocromo aa; como oxidasa terminal

Yy probablemente también al citocromo 4 (86). En Rhizobium tri-
folii también se ha sugerido la expresién de la oxidasa terminal
d en ciertas condiciones de cultivo (87). En un estudio muy ex-

tenso se reporté la composicién de citocromos de 22 cepas per-
tenecientes a diferentes Rhizobiums de crecimiento rdpido y
crecimiento lento. Todas las cepas presentaron citocromos tipo
b, tipo ¢, o y aa, (88).

En cuanto a ia regulacién de la expresién de los citocromos,
se reporté que B. japonicum y Azorhizobium caulinodans expresan
niveles reprimidos de la oxidasa terminal aa, cuando se cultivan
en tensiones bajas de O, (89, 86), como se ha reportado para
diferentes especies bacterianas (3).

2) 8imbiosis:

La composicién de citocromos de la cadena respiratoria
durante 1la simbiosis en B. japonicum es diferente a la en-
contrada en vida libre: los bacteroides de B. japonicum no ex-
presan las oxidasa terminales o y aa; y expresan el doble de
citocromo tipo ¢ (91). También se reporté la expresién de cuando
menos 5 citocromos que reaccionan con monéxido de carbono (CO)
por lo cual es probable que se trate de oxidasas terminales:

c-552, c¢-554, p-450, p-428 y p-420 (90, 91, 92). De estos
citocromos, el citocromo p-450 es el que parece tener un papel
importante como oxidasa terminal (93). En los bacteroides ais-
lados de Rhizobium lupini se observa la aparicién de citocromos
p-450 y la pérdida de aa; (94). Otros autores reportaron un in-
cremento paralelo de nitrogenasa y citocromo p-450 (95). La

10



composicién de citocromos de la cadena respiratoria durante sim-
biosis puede ser diferente entre diferentes cepas, ya que se
reporté la existencia de cepas de B. japonicum que retienen el
citocromo aaz durante la simbiosis; ademas se observa una
correlacién de concentracién del citocromo aa; y la fijacidén de
nitrégeno en estas cepas (96).

RESPIRACION Y FIJACION DE NITROGENO.

La relacién estrecha entre la respiracidén de B. japonicum y
la fijacién simbidética de nitrégeno ha demostrado por el ais-
lamiento y caracterizacidén de mutantes afectadas en 1la
respiracioén y la fijacién de nitrdégeno (97, 98). En estos
trabajos se aislaron mutantes incapaces de reaccionar con el
reactivo Nadi (a-naftol+dimethyl-p-fenilendiamine) el cual es
especifico para las citocromo oxidasas. La mayoria de 1las
mutantes tenian actividades respiratorias bajas y bajo citocromo
¢ y citocromo aaz (97, 98). Una mutante sin citocromo aaj; y que
retenia el citocromo ¢ era capaz de fijar nitrdégeno, lo que
sugiere que citocromo aaj no se requiere durante la simbiosis en
B. japonicum (98).

Se ha sugerido que la respiracién bacteriana es importante
para la infeccidén efectiva de la planta por la bacteria (99).
Una mutante de R. meliloti que carece de la actividad de 1la
deshidrogenasa succinica induce la formacién de ndédulos; sin em-
bargo, no es capaz de diferenciarse completamente (99).

11
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Cultured cells of a Rhizobium phaseoli wild-type strain (CE2) possess 5-type und c-type cytochromes und ¢
urmlnll oxlduu' cytochromes o and aa,. Cytochrome aa, was purtially expressed when CE2 cells were gic i
on di durlng symbiosis, and in well-nera(ed liquid cultures I a complex medium (PY2). Two
cytochrome of R. p /i were obtained and characterized. A TnS-mob-induced mutant, CFN4201,
expressed ¢iminished amounts of b-type and c-type cytochromes, xhuwed an enhanced expression of
cytochrome oxidases, and had reduced levels of N,N,N',N'-tetramethyl-p-phenylenediamine, i and
NADH oxidnse ncllvl(les Nodules formed by this nraln had no N, fixation nulvlry. The other mutant,
CFN4205, which was isolated by nitr is, had reduced levels of cytechrome o and higher
succinate oxidase activity but similar NADH and N, N, N' N'-tetramethyl-p-phenylencdizamine oxidase uctlvities
when compared with the wild-type strain. Strain CFN4205 expressed u tourfold-higher cytochrome aa, content
when cultured on minimal and complex media and had twofold-higher cytochrome aay levels during symbiosis
when compared with the wild-type strain. Nodules formed by strain CEN4205 fixed 33% more N, than did
nodules formed by the wild-type strain, as judged by the total nitrogen content found in plants nodulated by
these strains, Finally, low-temperature photodissoclation spectra of whole cells from strains CE2 and CFN4205
reveal cytochromes o and aa,. Both cytochromes react with O, at —180°C to give a light-Insensitive compound.

These experiments identify cytochromes ¢ and aa, as functional terminal uxiduses in &. phaseoli,

Rhizobium respiration is central to nitrogen fixation in the
bacteroid-plant symbiosis. Elcctron transfer to oxygen is

In this paper we described the cytochrome composition of

- the ch,ctmn trunsport chain of Rhizobium phaseoli any the

belicved to represent an oxygen-scavenging hanism to
prevent oxygen damage to nitrogenase (3, 24), while oxida-
tive phosphorylation yields ATP for the nitrogen-fixing re-
action (3).

The cytochrome composition of the eclectron transport
chain of different Rhizobium species has been described.
Free-living Rhizobium-specics cxpress b-type and c-type
cytochromes and possibly two terminal cytochrome oxi-
dases: cytochromes aa, and o (2). Both were identified by
photodissociation spectra, although the signals from cyto-
chrome o were poorly dcﬁned and oxygen binding was not

ated (2). Brady i bacteroids ex-
press a | of carbon de-reactive proteins
different from that found on cultured cells (1). It has been
rcponcd that B. japonicum expresses cytochrome aay nei-
ther in nonagitated cultures (4) nor during symbiosis (1),
probably duc to low oxygen tensions (4)

The close relati p B. japonil rcspirn(ion
and symbiotic ni fi ated by

has been d
the isolation of mutants affected in respiration and symbnouc
nitrogen fixation (10, 16). In both cases mutants were iso-
lated which cannot react with Nadi rcagent, which specifi-
cally reacts with cytochrome oxidases. Most mutants
showed low respiratory activitics and low cytochrome ¢ and
auy content (10, 16). These mutants formed incffcctive
symbiosis. A mutant which lacked cytochrome aay and
retained cytochrome ¢ could still fix nurogcn, mlplylng that
(c!y!)ochromc aa, is dispensable for symbiosis in 8. jupo-icum

* Corresponding author,

ionto £ pha.\eoh of low- lcmpcraluu phololysu and

studying oxiduscs of the aa,, 0, and d types of mhu ba
(18, 19; R. K. Poole, in C. Anthony, ed., Bacrenal Cyc-
chrome Oxidases in Energy Transduction in Bacteriu,
press).

We ulso described the isolation of two eytochroe o
tants, onc of which has an altered regulation of eytochron..
aa, expression and has nitrogen fixation activity significantly
greater than that of the wild-type strain,

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and plasmids. Strains and plasmid arc
listed in Tablc 1.

Media. All media were as described by Noel et l. {13).
Two types of complex medium were used: PY! mcdi
contained U.5% peptone, 0.3% ycast extract, and 10 mbi
CaCly; the peptone was Peplona de cascina, obtained fro..,
Bioxon de México, S.A. dc C.V, PY2 medium had th..

ition as PY1 medium cxcept for the peptor:
was lab M balanced peptone no. 1, obtained from Londun
Analytical and Bactcriological Media. Antibiotics uscd were
the following (in micrograms milliliter~"): kanamycin, 32
rifampin, 25; tetracycline, 10; and streptomycin, 100.

TnaS mutagenesis. The mobilizable “suicide plasmi.
pSUPS011 carrying TnS-mob (23) was mobilized into ¢
phaseoli CE2 (Table 1). Matings were done on PY! plute
overnight at 30°C; the cclls were then suspended in s,
water and plated on selective medium (PY1 medium wi
rifampin and kanamycin),

Isolation of mutunts. CE2 cclls were mutagenizer with
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids

Strain or plasmid chﬁ:g::i':h Source or reference
Strain
Rhizobium phaseoli
FN42 Wild Quinto et al. (22)
CE3 Sm‘ derivative Noel ct al. (15)
of CFN42
CE2 Rif* Cm' Noel et al. (15)
derivative of
CFN42
CFN4201 Mutant isolated  This work
after transfer
of pSUPS011
to strain CE2 .
CFN4205 Mutant isolated  This work
after nitroso-
guanidine
mutagenesis
of strain CE2
. ]
Escherichia coli recA hsdR Boyer and Roulland-
HB101 hasM Sm° pro Dussoix (7)
leu
Plasmid
PJB3 R68.45 Km* Brewin ct al. (8)
Cm‘ Ap'
pSUPS011 pBN32s Simon et al. (23)
TnS-mob
{5 inserted
into TnS)

nitrosoguanidine as described previously (10) or with Tns-
mob and plated on minimal medium (MM) plates with 10 mM
succinate and 10 mM NH,Cl as carbon and nitrogen sources,
respectively, After 5 days of growth at 30°C, TMPD~
mutants were screened by overlayering a solution of 9 mM
N,N,N',N"-tet hyl-p-phenylencdiamine (TMPD) and
0.4 mM ascorbate. Colonics unable to oxidize TMPD, iden-
tificd by their white color, were purificd on PY1-kanamycin
plates. TMPD** mutants were screened as TMPD™ mu-
tants, but 4 mM ascorbate was used in the overlayering
solution instead of 0.4 mM since under these conditions the
staining capacity of the cells is significantly lowered. Colo-
nies with increased staining were purified until a stable
TMPD** phenotype was cstablishcd. The mutant strains
reported in Table 2 retaincd the antibiotic-resistant markers

TABLE 2. Cytochrome levels in membrane particles
of R. phaseoli strains

+- active culture in PY1 medium. Cells were collected afic

- tained 3 ml of S0 mM potassium phosphate (pH

1. BACTERIGL,

of the parental strain.

Membrane preparations. A biofermentor containing 20
liters of PY1 medium (adjusted at 30°C, 8 liters of air min ™",
and agitation at 250 rpm) was inoculated with 1 liter of .

h of growth (carly stationary phusc), washed with 50 rnt
Tris hydrochloride (pH 7.4)-5 mM CaCl,-5 mM MgCi,
(TCM buffer), and suspended in SO0 ml of Tris hydrochlorid.
(pH 7.4) buffer containing 40 mM EDTA and 0.5 M sucros:
(TES buficr). Spherophasts were made by lyzozyme-EDT =~
trecatment, and membrane particles were prepared thercirorn.
by the procedure described for Rhizobium trifolii (9). Th
homogenate was incubated at room temperature for 15 min
with a few crystals of DNase and centrifuged at 8,000 x g for
10 min; the pellet, which contained nondisrupted cells, was
discarded. Membranes were recovered by centrifugation ut
100,000 x g for 30 min and stored under liquid nitrogen until
used.

Respiratory activitles. NADH and succinate oxidase activ-
ities were determined at 30°C in a model 52 oxygen meter
(Yellow Springs Instrument Co.). The reaction veu ¢l con-
.4) and
membranes (1.5 mg of protein); the reaction was stuited by
the addition of 40 mM succinate or 5.5 mM NADI! (final
concentrations). TMPD oxidase was determined under the

" . same conditions cxcept that the pH was 6.6 and 10 mM

ascorbate (pH 6.8) and 0.1 mM TMPD were used as clectron
donors.

' Spectral analysis of cytochrome, Cytochrome spectra of
membrane particles, cultured cells, or bacteroids were re-

" corded on an SLM Aminco Midan Il spectrophotometer as
. described previously (11). Samples were suspended in TCM
buffer and reduced with dithionite (few grains) or with 10

mM ascorbate and 0.1 mM TMPD. Membrane particles,
whole cells, or bacteroids were oxidized with ammonium
persulfate. Spectra were obtained at room temperature (1.0-

. cm-light path cuvettes) or under liquid nitrogen (2.0-mm-
path cuvettes), For the quantification of cytochromes, the -,

following wavelength pair and millimolar extinction coeii-
cients were used (11): cytochrome aa;—Egys_g30, 24 mM ™!
em™; cytochrome b—E s¢, 75, 22 mM ™! em ™ cytochrome
c—Essisany 23 mM~L cm™

15300 160 mM ~ ¥ For low-temperature, ligand exchunge
studies, ‘cells were grown in S00 m! of PY2 medium for 24 h
as a starter culturc and used to inoculate 10 liters of PY2

-medium in a 12-liter Biostat V fermentor (FT Scientific; at

30°C, acrated at 4 liters of air min™" and with stirring at 250
rpm). Cells were collected after 18 h of growth (carly
stationary ohase). Cells were washed and suspended 1o
about 30% (packed by volume, =12 mg of protcin ml™') in 46
mM potassium phosphate buffer (pH 7.4); cthylene glycol
was added to give a final concentration of 30% (vol/vol). The
cell suspension was reduced with sodium succinate (10 mM
final c ration) for 30 min, and CO was bubbled into the

cuvette for 5 min. The cuvette (2.0-mm path) was cooled in
an cthanol-solid CO, bath to -23°C and allowed 1o equili-
brate for S min in the dark. Where indicated, O, was added
by vigorously stirring the sample with vertical strokes of a
closcly fitting coiled wire for 30 s. The anoxic or O,-

I d sample was then quickly frozen in an ethznol-

Conen* of cytochrome:
Strain
b ¢ aay 0-CO
CE2 0.310 0.166 0.077 0.069
CFN4201 0.156 0.06 0.122 0.112
CFN4205 0.134 0.160 0.089 0.031
°Cy illi of protein™') in the

fraction were from the di spectra at room

temperature (qol shown). b-type and aa,-type cytochromes were determined

from a dithionite-reduced minus -oxidized preparation, the c-type cytochrome
i f

0 was rom TMPD-reduced amino -oxi-
dized spectra, and the o-type cy ion was from”
dithi plus CO minus spectra.

dry CO, bath at -78°C, where it was maintained for at lcast
5 min in the dark before cquilibration (10 to 20 min) at the
temperature of the experiment in the sample compartment of
the spectrophotometer, Difference spectra were recorded
using a Johnson Foundation DBS-3 dual-wavelength scan-
ning spectrophotometer described previously (26), Temner-

and cytochrome o0-CO— -

C
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FIG. 1. Spectra of cytochrome in membranes of strains CE2 (5.4 ’

mg of protein ml™!), CFN4201 (5.8 mg of protein ml'), and

CYTOCHROME MUTANTS OF

. sample was then scanned twice, generating & reduced iy

" Photolysis by white light was achicved using a 60-s expos.::
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ature control (= 1°C) was achieved by blowing a stream of N,
(cooled by circulation through liquid N,) over the base of th.e
cuvette coupled with a small heater and temperature regu-
lation circuit. [llumination by the mcasuring and refere
beams was avoided during temperature cquilibration. 1

CO minus reduced plus CO base linc and then photolys

to the light from a 150-W projector lamp which was focu;cj
by a lens onto one afferent limb of a bifurcated light guide
leading to the cuvette, the other limb transmitting referenc:

- and measuring beams.

Nitrogen fixation determination. For nodulation tests ui.:
acetylene reduction measurements, Phaseolus vulgaris cv.
ncgro jamapa was surface sterilized in hypochlorite wnd
germinated on moist sterile filter paper. Three-day-old secd-
lings were transferred to plastic growth pots, inoculated with
a bacterial suspension in PY1 medium, and grown with
nitrogen-free salts (25) in a greenhouse. After 25 days of
inoculation, nodulation was scored and nitrogenase was
determined by mecasuring the acetylene reduction of node-
lated plant coots trunsferred to tubcs with rubber el
stoppers by injecting acetylene to a final concentratior. of
10% of the gas phase, Ethylene production was (:tctimii.
by gas chromatography in a Packard model 43U
graph. The purcentage of plant nitrogen content was ciil-
mated in total shoots and leaves which were dricd wid
homogenized. A sample (100 mg) of homogenate was di-
gested by heating in the presence of 1 g of selenium reagent
mixture and 3 ml of 7 M H,SO,. The digest mixture vus
distilled in the presence of 0.1 mg of phenolphthalcin and

- 25% NaOH. The distillation products were recovered in 4%

boric acid and u pH indicator (usually bromocresol grecn).
The nitrogen content was estimated by titration with a 0.1 N
HCI solution as described previously (6).

Bacteroid preparation, Nodules were harvested 32 1o 35
days after planting, Bacteroids were isolated by layering a
nodule extract on a sucrosc gradicnt as reporied by Awo-
naike ct al. (S).

Protein determination. Proicin was mecasurcd by the
method of Markwell ct al. (14), using serum albumin as the
standard.

RESULTS

Cytochrome coniposition of the electron transport chain cf
R. phaseoli. A rifarapin-resistant derivative (strain CE2) of <.
phaseoli CFNd42 was used in this study and has been
described previously (15). Membrane particles were o..-
tained from cultured cells of strain CE2 in order to detern.i.c
its cytochrome composition. Figure 1A shows the dithivnite-
reduced minus -oxidized difference spectrum, This strain
contains b-type (peaks at 429 and 557 nm) and wa,-type
(shoulder at 445 nm and peak at 602 nm) cytochromes. No
cytochrome ¢ was clearly distinguishable at 417 10 420 nm,

but a shoulder near 550 nm was observed. O’Brian ct al. (16),

h d that in 8. jap ascorbate-TMPD is oxidized by
the cytochrome c-aay branch since a mutant which lacks
both cytochromes or onc lacking just cytochrome au; could
not oxidize ascorbate-TMPD, Figurc 1B shows the ascor-
bate-TMPD-reduced minus -oxidized difference spectra of

CFN4205 (4.8 mg of protcin mi™'). (A) Di duced minus\
P idized spectrum ded at 77 K; (B,
ascorbate-TMPD (10 mM, 0.1 mM)-reduced minus ammonium per!

“'n“ 0 idi p at 77 K; (C) CO difference spectruimn
duced b ) al room temperature, -+,
Spectra recorded at an absorbance (A) of (101,

re

letws.
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TABLE 3. Respil y activities in b particles and cytochrome aa, levels in whole cells of R. phaseoli strains
Oxidases activity* Cytochrome aa, conen®
Sl Succinate NADH Ascorbate-TMPD PY1 liquid PY?2 liquid MM plates Symbiosis
CE2 65.2 217.3 190.0 0.0452 0.0097 0.0105 0.0118
CFN4201 16.0 16.8 33.5 ND ND ND ND
CFN4205 185.1 2271 172.0 0.0434 0.0321 0.0480 0.0251
* Activitics are reported as nanogr of oxygen minute ~! of protein~". results of three cxperiments with a varistion

of less than 10% are shown.
> Th

c cy aay
PY medium. Representative results of three experiments with

E : '
/-+ CF2 membranc particles. Cytochromc & is partially reduced
by ascorbate-TMPD, as shown by the 429-nm absorption
peak; two components in the « rcgion were resolved, with
maxima of 554 nm (‘“‘css"’) and a shoulder at 562 nm
(““bsgy""). A similar cytochrome b has been reported to be
present in B. japonicum and R. trifolii (2, 9).

Putative terminal oxidases were identified in carbon mon-

oxide diffcrence spectra (Fig. 1C). Membranes showed two
CO-rcactive cytochromes, cytochrome o (peak at 417 hm,
shoulder at 430 nm, and features ncar 560 nm) and cyto-
chrome aa, (troughs at 445 and 610 nm and shoulder at 594
nm). Both CO-reactive cytochromes were identified as ter-

minal oxidases by photodissociation spectra and oxygen

binding (see below). The cytochrome composition of the R.

phaseali respiratory chain thus resembles that of the respi-- -

ratory chains proposed for other Rhizobium species (2, 9,
12).

Tzriation and characterization of R. phaseoli mutants, Mu- .

tani- with altered respiration capacitics were screened by
using the TMPD overlay procedure described in Materials
and Mcthods, Colonics with functional cytochromes stained
a bluc color within a few minutes. .

CE2 cclls were mutagenized with TnS-mob or with nitro-
soguanidinc as described previously (10, 23), and two types
of mutants were screened, negative color mutants (TMPD ™)
and mutants with incrcased staining capacities (TMPD™**)
(sce Materials and Methods for dctails). About 4,000 Km"
mutant colonies were screencd for putative cytochrome
mutants, Onc TMPD~ mutants was identified and further
characterized; no TMPD * * mutants were detected after TnS
mutagenesis.,

About 7,000 colonies were screened from nitrosoguani-
dine mutagenesis; two TMPD ™ mutants and onc TMPD**
mutant werc identified. Further analyses were performed
with the TMPD ™ TnS-induced mutant (CFN4201) and with
the TMPD** mutant strain (CFN4205).

Strain CFN4201 has a single TnJ inscrtion, as proven by
blot hybridization against TnS sequences (data not shown).
The TnS inscrtion in strain CFN4201 was shown to be

.- genetically linked to the TMPD ™ phenotype. Plasmid PJB3
\was introduced into strain CFN4201; this plasmid contains
the functions nccessary to mobilize the mob scquences
present in TnS (8, 23). Strain CFN4201(PJB3) was mated
with a streptomycin-resistant derivative of CFN42 (CE3).
The Km”_strain was mobilized at a frequency of 1074, and all
of the transconjugants were found to be TMPD™, indicating
that this phenotype was due to the TnS inscrtion. .
Strain CFN4201 and CFN4205 had thc same doubling time
(2.5 h) in complex liquid cultures. In MM with succinate as
the sole carbon source, strain CFN4201 showed a lag phase
(4 h) but grew with the same doubling time as strains CE2
and CFN4205 (3 h). Strain CFN4201, unlike CE2 and
CFN4205, could not utilize glucosc as the sole carbon

" Strain

of protein!) was determincd from spectra of whole cells on MM plates, in plants, and in liquid
a typical variation of less than 10% arc shown. ND, Not determined.

.source. Strain CFN4205 reached a lower culture protein
. -content (48 g ml~") when compared with strain CE2 (77 ug

mi~") with glucose as the sole carbon source.
Respiratory properties of the mutants. Membranc particles

~ were obtained from liquid cultured cclls in order to deter-

mine cé\ochrome composition and respiratory activitics.
FN4201 showed low levels of b-type cytochromes
since the absorption peaks at 429 and 57 nm were clearly
lower than those in strain CE2 (Fig. 1A). Strain CFN4201
also showed reduced levels of c-type cytochrome. Figure 1B
shows the ascorbate-TMPD-rcduced minus -oxidized differ-
cnce spectra; clearly, the 552-um absorption peak is lower
than that in the parent strain. Strain CFN4201 retained both
CO-reactive cytochromes (Fig. 1C). Strain CFN420S
showed a cytochrome pattern similar to that of the CE2
strain, although it showed reduced levels of cytochrome b
(peak at 557 nm) (Fig. 1A) and of cytochrome o (Fig. 1C).
Table 2 shows the cytochrome concentration found in the
three strains from spectra obtained at room temperature (not
shown). Strain CFN4201 had threcfold-lower ¢-type cyto-
chrome and ‘twofold-lower b-type cytochrome. Strain
CFN4205 had twofold-lower b-type cytochrome and almost-
twofold-lower cytochrome o than did the wild-type strain.
Table 3 shows the respiratory, activities obtained with
membrane particles from the different strains. Strain
CFN4201 had fourfold-lower succinate, 13-fold-lower
NADH, and 5.6-fold-lower ascorbate-TMPD oxidasc activ-
ities than did CE2, whercas CFN420S had 2.6-fold-higher
succinate. oxidase activity than did CE2 and NADH and
ascorbate-TMPD oxidases activitics similar to those of CE2.
Ascorbate-TMPD oxidase activity was determined in whole

- cells  cultured on plates, Strains CFN4205 and CFN4201

showed similar ascorbate-TMPD oxidase activity, regardless
of culture conditions; nevertheless, strain CE2 showed a
lower ascorbate-TMPD oxidase activity in cells cultured on

“plates (93.33 ng-atom of O, min~! mg of protein™') than in

cells cultured in liquid medium. The different ascorbate-
TMPD oxidase activity of strains CFN4205 and CE2 in cells
culturcd on plates cxplains the TMPD* * phenotype shown
by strain CFN4205.

Effect of growth conditions on cytochrome complement of R.
phaseoli strains. Since strain CE2, but not CFN4205, showed

“-a different ascorbate-TMPD oxidase activity when cultured

under different conditions (see above), the cytochrome com-
position of these strains was analyzed in cells grown under
various conditions (spectra not shown). The major differcnce
obscrved was in the cytochrome aay content of these strains
(Table 3). Strains CE2 and CFN4205 showed a similar
cytochrome aa, content when cultured in PY1 mcdium;
nevertheless, strain CE2 showed a fourfold-lcss cytochrome
aa, content when cultured on MM plates, PY2 medium, or
during symbiosis, where strain CFN4205 showed a higher
cytochrome aa, content (Table 3).
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FIG. 2. Photolysis and Initial stages of O, binding to cytochrome o-in a whole-ccll suspcnston of strain CEZ The spectra of CO-liganded,

succinate-reduced cells were scanned and stored in a digital memory of a d

| . The first scan, beiore

photolysis, yiclded a reduced plus CO minus reduced plus CO basc line (-=). (A) Spectra obtained after scnnnmg a CE2 cell suspension after
60 s of exposurc o white light at -121°C in the absence of O,. (B) Spectra of a similar cell suspension at =121°C in the presence of 0;. (C,
Specm of a similar-cell suspension at ~108°C in the presence of O,. Spectra werc initiated 2 min (1), 6 min (2), 9 min (3), 17 min (4),-and 30
min (5) later, after photolysis; (6) reflashing sample after Im scan. (D) Spectra of a similar ccll suspension at -76°C; last scan recorded 4u

hal

min after photolysis. Spectra were scanned at 2,86 nm &' with 500 nm as a reference wavelength and a spectral band width of 8 nm.

SenrsS §

of r d Cﬁ d cytochromes in intact
cellx of CE2 and CFN4205. The fact that CE2 and CFN4205
had different CO-binding cytochromes when cultured in PY2
medium (Table 3; see below) allowed us to determine carbon
monoxide and oxygen binding to cytochromes o and aa,
independently. Thus, CO and O, binding to cytochrome o

Photolysi

was analyzed in CE2 cells, while CO and O, binding to

cytochrome aa; was nnalyzcd in CFN4205 cells grown on
PY2 medium.
As a prercquisite to n(udymg the reaction of cy(ochrome

Repetitive scanning of this sample for 12 min showed nu
change in the spectrum, suggesting no CO recombination
(data not shown). When a similar experiment was donc in the
presence of O,, the difference spectrum was similar 1o that
founded in the abscnce of O,, although the signals were
smaller, probably duc to some oxidation before freczing
(Fig. 2B). Nevertheless, repetitive scanning of this sample

2 showed no change in the spectrum, suggesting no further O,
recombination at this temperature (data not shown). Oxygen

{" recombination with cytochrome o was analyzed in CE2 cells
£ after photolysis for 60 s with whitc light at ~108°C. The first

oxidascs with O,, attempts were made to

CO from cytochromes ¢ and aa,. Rcduccd CO-saturated 4

whole cells of CE2 were photolyzcd for 60 s with white light
at -121°C. The g (p cpho-
tolysis) photodi iati npectrum
pure cylochrome o spectrum (Fig. 2; sce reference 21),
There were absortion maxima at 432 and aboul 552 nm, due
to the g by ph f reduced cytochrome o,
and mlmml at 416, 536 and 570 nm, due to a loss of |
CO-liganded cytochrome o.

L .
h d the features of a

scan, which was mcasured 1 min after photolysis, showed
dtough at 417 nm and a maximum at 435 nm attributable to
cytochrome o. The w-region signals (minima at 536 and 570
‘nm) were weak (Fig. 2C). Repetitive scanning at this tem-
perature showed u progressive loss of the 417- und 435-nm
signals duc to O, rccombinution, since rcflashing of the
sample did not restore the spectral signals (Fig. 2C).

. The identification of the component responsible for the
clectron transfer to cytochrome oxidases could be cstab-
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hol 1

of strain CTN4205 The spectra of

FIG. ) Phololysb and initial stages of O, binding to cy
CO-li duced cells were

ayin a
d and stored in a dlgxlnl memory of a d

! i The first scan,

before photolysis, yiclded a reduced plus CO minus reduced plus CO base line (----). (A) Spectra oblllned after sanning l CFN4205 cell
suspension after 60 s of exposure to white light at = 121°C. (B) Spectra of a similar ccll suspension at = 121°C In the presence of O,, (C) Spectra

of a similar ccil suspension at =108°C in the presence of O,.

Spectra were initiated 1 min (1), 4 min (2), 7 min (3), 9.5 min (4), 14.25 min (5),

22 min (6), and 33.25 min (7) after photolysis; (8) reflashing sample after last scan. (D) Spectra of a similar cell suspension at -76°C; last scan
recorded 40 min aftcr photolysis. Spectra were scanned as stated in the legend to Fig. 2. "

lished by obtaining a photodissociation spectrum at warmer
temperatures in the presence of O,, where the oxidation of
the cytochrome oxidase is achicved morc rapidly. Thus, any
change in the spectra after repetitive scanning is duc to the
oxidation (by clectron transfer to the cytochrome oxidase) of
the immediate component of the clectron transport chain.
To identify the component responsible for the clectron
transfer to cytochrome o, a photodissociation spectrum was
obtained from a similar CE2 cell suspension in the presence
of O, at =76°C. The first scan showed no signal that could be

assigned to cytochrome o in the Sorct region, duc to com- .
plcte ligand binding to cytochrome o at this temperature -

(Fig. 2D). Repetitive scanning showed the progessive devel-
opment of a trough (relative to the CO-liganded form) at 434

nm, attributed to the oxidation of a b-type cytochrome (Fig. -

2D).

A suspension of CFN4205 cclls was photolyzed for 60 s at
~121°C as described above for CE2 cells. The resulting
(postphotolysis-minus-prephotolysis) photodissociation spec-
trum showed the features of a pure cytochrome a, photodis-

sociation spectrum (Fig. 3A; see references 13 and 20) and
little cytochrome o (trough at 415 nm). The absorption
maximum at 447 nm was due to the appearance of reduced
cytochrome a,. Repetitive scanning of this sample for 20 min
after photolysis showed no change in the spectrum, suggest-
ing no CO recombination (data not shown). When a similar
experiment was done in the presence of O,, no trace of
cytochrome o was found, probably due cither to rapid O,
binding after photolysis or to CO displacement by O, before
freczing (trough at 415 nm), A purc cytochrome aa, photo-

. dissociation spcctrum was obtained (Fig. 3B). Repctitive

scanning of this sample showed no change in the spectrum,
suggesting no O, recombination at this temperature (data not
shown). Oxygen rccombination with cytochrome a; was
analyzcd in a suspension of CFN4205 cells, in the presence
of O,, which was photolyzed for 60 s with white light at
-108°C. The first scan, which was rccorded 1 min after
photolysis, showed a minimum at 432 nm and 2 maximum at
448 nm; the a-rcgion slgnll at 595 nm was very weak (Fig.
3C). Repetitive scannings at this lcmpcraturr showrd a
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FIG. 4. Acctylene reduction activity (ARA) in plants inoculated
with strains CE2 (@) and CFN4205 (O). Ten pots with three plants
cach were inoculated with the two strains. Acctylene reduction
activity was determinéd in onc pot on the specified days. One

hundred percent represents an activity of 565 nm of C,H. nodule ™!
h-'. Vertical bars D of three determi

progrcsswe loss of 432- and 445-nm signals duc to 0z
of the sample did not restore
lhc spectrum signals (Fig. 3C). The first scan after photolysis

~76°C showed a minimum at 429 nm but no maximum at
ochrome

since rcfl

1 :

448 nm, ductoa

ligand co tocyt

ay at this temperature (Fig. 3D). Repetitive scanning showed
the progressive development of a trough (relative to the
CO-liganded form) at 429 nm, attributed to the oxidation of
a b-type cytochrome, although different from that found to

be uxldlzcd by cytochrome o (Fig. 2D and 3D).
pe of the The symbioti

did the wild type (3.92 =

three determinations] mg of nitrogen 100 mg [dry weight] ™!

showed that plants inoculated with strain CFN4205 had 33%
more nitrogen content than did the wild-type-inoculated
plants and plants inoculated with strain CFN4201 had only
10% of the nitrogen content found in wild-type inoculated

plants,

The nitrogen content differcnces found bhetween plants
inoculated with the wild-type strain and thosc inoculated
with CFN4205 are the result of nitrogen accumulation during
the period of nitrogen fixation (Fig. 4). Nitrogen fixation was

4
28

pheno-
!ypc of the mutant strnlns was determined by inoculating
three pots with three plants of P. vidgaris cv. negro jamapa
cach with the different strains. Nitrogen fixation was esti- .
mated by the total nitrogen content determined in the three
pots independently. The mutant strains were able to nodu-
late P, vulgaris, but the nodules formed by CFN4201 were
green rather than pink and smaller than those formed by
strain CE2, CFN4205-nodulated plants had 22% (4.80 = 0.23
[standard dcviation {SD} of threc determinations] mg of
nitrogen 100 mg [dry weight]~') more nitrogen content than
0.35 (SD of thrce determinations)
mg of nitrogen 100 mg (dry weight] '), whereas CFN4201-
inoculated plants had 40% (1.58 + 0.11 [SD of three deter-
minations] mg of nitrogen 100 mg [dry weight]™") of the
nitrogen content found in plants inoculated with the wild-
type strain. Subtracting the nitrogen content found in plants
" which were not inoculated with bacteria (1.30 * 0.10 ([SD of
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measured during a pcriod of 14 days by the acctylene

reduction assay. The first determination was done 12 days
aftér inoculation since this is the 1st day that nitrogenase
activity can be determined. CFN4201-inoculated plants
* 'showed no dectectable activity. Figurc 4 shows that plants
inoculated with strains CFN4205 and CE2 reached a similar
nitrogenase activity. However, CFN4205-inoculated plants

reached the optimum activity 5 days before plants inoculated

_, with the wild-type strain (Fig. 4).

DISCUSSION

Two R. phaseoli cytochrome mutants were isolated and
characterized in the free-living and symbiotic states. Mutant
strain CFN4201 had diminished amounts of b-type and
c-type cytochromes in culture and forms ineffective symbi-

- osis. This mufant has a phcnotype similar to those of

previously isolated in B. japoni (10, 16). Mutant
CFN4205 showed higher levels of cytochrome aa, when
cells were incubated on MM plates, PY2 medium, or during
symbiosis than did the wild-type strain. Plants inoculated
with strain CFN4205 had a nitrogen fixation capacity higher
than that of wild-type-inoculated plants. The reason for this
cnhanced nitrogenase activity could be due to an enhanced
supply of ATP or reducing equivalents to support nitroge-
nasc or to respiratory protection of nitrogenase from O,
damage or both. The fact that the cnhanced nitrogenase
activity is only apparent in young nodules could reficet the
panic(pallon of the respiratory chain in the protection of
nitrogenase from oxygen, as has been suggested by Appleby:

.. ““perhaps it is only in very young nodules or in the vicinity or .

air tubules that local O, concentration might rise nbavc i

Lb-saturating levels and provoke protective respiration”* (3).
" The only cytochrome content difference between CFN4:

and CE2 bacteroids was twofold-higher cytochrome aay of

strain CFN4205. Cytochrome aa, was shown to be geneti-
‘cally dispensablc during symbiosis in B. japonicum (16).
Nevertheless, the cytochrome aa, mutant characterized in
" that study showed an enhanced cxpression of an alternative
cytochrome ¢ oxidasc activity which could compensate for
the absence of cytochrome aay (16).

i

during sy the cy aa,

“lower than in cells grown on a complex medium (PY1), It has
been reported that B., japonicum cxpresscs cytochrome aa,
neither in nonagitated cultures (4) nor during symbiosis (1),
probably due to low oxygen tensions (4). In othcr bacterial
species O, deprivation tends to cause the replacement of
cytochrome aa, by cytochrome o (Poole, in press). The low
content of cytochrome -, of cells culturcd on MM plates
may also be duc to lo  vgen tension, since cells grown in
well-acrated liquid culturcs in this medium cxpressed a
higher cytochrome aa, content (data not shown).

The fact that CE2 and CFN4205 cclls had different CO-
binding cytochromes when cultured in PY2 medium allowed
us | to dclcrmlnc CO lnd O, bmdmg to cytochromes o and aa,

iation spectra of cultured cells

showed that bolh cytochrome o and cytochrome aa, func:

tion as terminal cytochrome oxidascs. Such spectra also

showed that a b-type (434-nm) cytochrome is oxidized by

cytochrome o. /1 he oxidation of cytochrome b is oxidized by,

Lcytochrome' 67 The oxidation of cytochrome & (429 nm) by
cytochrome aa, suggests an clectron transfer from b to aay,

although diffcrent from the b-type cytochrome oxidized by

cytochrome o. In other bacterial specics cytochrome aa, s

"

When the wild-type strain is cultured on MM plates or
is fourfold .

reduced prefercntially by cytochrome ¢ (18; Poole, in press),
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We have shown here that there is a correlation between
bacterial respiration and symbiotic nitrogen fixation in R.
phaseoll. We have also established a method which resulted

in the [solation of a mutant with an increased nitrogen . °

fixation capacity. The argicultural benefits of the improve-
ment of nitrogen fixation could be important but remains to
be determined,
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OBJETIVOS.

Como se mencioné previamente, la respiracidén es central en
el proceso de fijacidén simbiética de nitrdgeno. La respiracidén
acoplada a la fosforilacidén oxidativa proporciona el poder reduc-
tor y energético necesarios para la reaccién de fijacidn de
nitrégeno (60). La respiracidén puede funcionar como un mecanismo
que regula la concentracién de O,, evitando la inactivacidn de la
nitrogenasa (90, 81, 82). La relacidén tan estrecha de estos
procesos permite la proposicién de incidir en la capacidad de
fijacidén de nitrégeno de Rhizobium phaseoli durante su asociacién
simbiética con frijol, a través de incidir en el proceso de la
respiracién celular.

El aislamiento de mutantes respiratorias de Rhizobium
phaseoli permitira establecer el papel de los diferentes com-
ponentes de la cadena respiratoria en los procesos de respiracién
y fijacién de nitrdégeno. Asi mismo, la caracterizacidén genética
y bioquimica de estas mutantes podria permitir establecer
estrategias para el aislamiento de cepas con capacidades
respiratorias y de fijacién de nitrdégeno incrementadas.

Los objetivos de este trabajo son determinar la composicidén
de la cadena respiratoria de Rhizobium phaseoli y estudiar 1la
regulacién de la expresién de estos componentes en diferentes
condiciones de cultivo y durante la simbiosis. Asimismo se
propone aislar mutantes afectadas en la expresién de distintos
componentes de la cadena respiratoria con el propésito de esta-
blecer el papel de cada uno de ellos en los procesos de
nodulacién y fijacién de nitrdgeno. Por ultimo, 1la
caracterizacidén genética de las mutantes aisladas podria permitir
el disefio de estrategias para aislar cepas con capacidades incre-
mentadas de fijacién simbidtica de nitrégeno.

Los objetivos que se cumplieron en este trabajo fueron. la
determinacién de la composicién de citocromos de la cadena
respiratoria de Rhizobium phaseoli, la regulacién de la expresién
de citocromos oxidasas en diferentes tensiones de O,y durante
simbiosis ademds de el aislamiento y caracterizacién de mutantes
afectadas en la expresidén de los diferentes citocromos.

12



8 IE CARACTERIZACION DE TANTES QUE AFECTAN LA EXPRE-
8ION D OXIDASAS TERMINALES o a, DE Rhizoboim phaseoli.

En el trabajo previo se reporté la composicién de citocromos
de la cadena respiratoria de Rhizobium phaseoli, que tiene
citocromos tipo b, tipo ¢ y dos oxidasas terminales: citocromo o
y citocromo aa,.

Las oxidasas terminales se identificaron por sus espectros
de acciodn y por su capacidad de reaccionar con el O,. También se
reportd el aislamiento de una mutante inducida con
nitrosoguanidina, la cual expresa la oxidasa aa, de manera con-
stitutiva y tiene una capacidad de fijacién de nitrégeno in-
crementada.

En este trabajo se presenta el aislamiento y caracterizaciodn
de tres mutantes respiratorias de Rhizobium phaseoli. El
andlisis de estas mutantes permitié establecer que existe una
correlacioén entre la capacidad de infectar la planta de estas
mutantes y su actividad simbiética de fijacién de nitrdégeno.

Aislamiento y caracterizacién genética de mutantes respiratorias
de Rhizobium phaseoli.

Se hicieron dos mutagénesis de la cepa CE3 con diferentes
transposones Mud lac Km y Tn5mob. De 4,000 colonias probadas de
la mutagénesis con Mu se identificd una cepa (CFN4202), incapaz
de oxidar el colorante TMPD (TMPD™).

De 5,000 colonias probadas de una mutagenesis de la cepa
silvestre CE3 con el transposén Tn5 mob se identificaron 5 cepas
con una capacidad incrementada para oxidar el colorante TMPDY*
(ver Tabla 1). Una de estas cepas (CFNO31l) crece lentamente en
placas de medio minimo, succinato (Tabla 1).

Con el propdsito de establecer el numero de inserciones del
transposén TnS5mob en el genoma de las cepas THPD++, el DNA total
de estas cepas se digiridé con la enzima EcoRI y se sometidé a
electroforesis en geles de agarosa. Estas gigestiones se
hibridizaron con un detector de Tn5 marcado con >2p Yy mostraron
una sola banda de hibridizacién (Figura 2). El peso de la banda
de hibridizacién es el mismo para las cepas CFNO32, CFNO33,
CFNO36 y CFNO37, lo que sugiere que afectaron la misma regién del
genoma.

Se probd que esta insercidén esta ligada genéticamente con el
fenotipo succ™ para la cepa CFNO31 y el fenotipo TMPD para las
demas cepas. Se transfirié la resistencia a Km (Tn5), utilizando
el plasmido ayudador PJB3, a 1la cepa CE2. El1 94% de las
transconjugantes Km¥ tenian un fenotipo suce” para la cepa
CFNO31. E1 fenotipo TPD*t de las mutantes restantes esta ligado
al Tn5 ya que en todas las cepas mas del 90% de 1las
transconjugantes Km¥ presentaban este fenotipo. Dado que 1las
mutantes CFNO32, CFNO33, CFNO36 y CFNO37, tienen el mismo
fenotipo y parecen estar afectadas en la misma regidén gendmica,
se procedié a caracterizar completamente a la cepa CFNO37 como
representante de este grupo.
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Como la figura 3 muestra, la cepa CFN4202 no puede utilizar
succinato ni glucosa como unicas fuentes de carbono. La cepa
CFNO31 tampoco puede utilizar succinato y presenta una fase de
retardo en la utilizacidén de glucosa. Por ultimo la cepa CFNO37
utiliza estas fuentes de carbono como la cepa silvestre.

Citocromos y Actividades respiratorias de cepas de Rhizobium
phaseoli.

Con el propdésito de determinar la composicidén de citocromos

y actividades repiratorias de las cepas mutantes, se prepararon
sus membranas. La figura 4 muestra los espectros diferenciales
de las membranas de las cepa silvestre y las cepas mutantes. La
cepa CFN4202 expresa niveles altos de citocromo aa, (hombro 445,
pico 604 nm) ver figura 4A. Las membranas reducidas con ascor-
bato -TMPD no muestran el pico a 554 nm, identificado previamente
como citocromo ¢ (figura 4B). Los espectros diferenciales con CO
de las membranas reducidas, de esta mutante (figura 4C), muestran
que la citocromo oxidasa o (valles a 430 y 560) esta presente.
La mutante CFNO037 tiene una composicidén de citocromos muy
parecida a la de la cepa silvestre (figura 4A y 4C). También la
cepa CFN0O31 presenta una composicién de citocromos parecida a la
de la cepa silvestre (ver figura 4A); sin embargo tiene niveles
reprimidos de citocromo o (valles a 430 y 560); ver figura 4C.
La Tabla 2 presenta la concentracién de citocromos encontrados en
las membranas de las cepas mutantes. La cepa CFN4202 no presenta
citocromo ¢, la cepa CFN037 presenta la mitad de citocromo tipo b
Y una concentracién de los demas citocromos similar al de la cepa
silvestre, mientras que la cepa CFN031 presenta una concentracién
de citocromo o 7 veces menor que la cepa silvestre.

Se determinaron 1las actividades respiratorias en estas
preparaciones de membranas (Tabla 3). La mutante CFN4202 tiene
actividades de NADH y TMPD oxidasas bajas. La mutante CFNO31
tiene las actividades de NADH y succinato oxidasas de la cepa
silvestre y de TMPD oxidasa 50% mayor que la cepa silvestre. Por
ultimo la cepa CFN037 tiene una actividad de NADH oxidasa inter-
media (Tabla 3).

Como en el traba]o previo se demostré que el fenotipo TMpptt
se debia a una expresion constitutiva de la oxidasa aajz. Se ob-
tuvo un espectro de células enteras de las cepas CE2 y CFNO037
cultivadas en medio completo con bajas tensiones de 0, (sin
agitar). Se realizé en estas condiciones ya que en el trabajo
anterior se sugirié que la expresidén del citocromo aaj se
regulaba por la tensidén de 0, al igual que en otras especies de
Rhizobium (86). La figura 5 muestra que la cepa silvestre tiene
niveles bajos de citocromo aa; (pico 600 nm); sin embargo, ex-
presa citocromo 4 (pico 634 nm, valle 650). La cepa CFN037 ex-
presa citocromo aaj; y no presenta la sefial de citocromo d (ver
figura 5).
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FENOTIPO SIMBIOTICO DE LAS MUTANTES.

Se inocularon plantas de phaseolus vulgaris negro jamapa con
las diferentes cepas para determinar la actividad de reduccidn de
acetileno por la nitrogenasa y nitrdégeno total en plantas. En la
tabla 4 se pueden observar los valores de las actividades de
reduccién de acetileno en plantas 21 dias después de inoculadas.
La cepa CFN4202 no presentd actividad detectable de reduccidn de
acetileno, la cepa CFNO031 tiene el 20% de la actividad de la cepa
silvestre y la cepa CFN037 tiene el doble de la actividad de la
cepa silvestre.

Las actividades de reduccién de acetileno que presentaron
las mutantes se reflejaron en el contenido de nitrégeno en-
contrado en las plantas inoculadas con estas cepas. La cepa
CFNO031 tiene el 58% del nitrégeno encontrado en la cepa silvestre
mientras que la cepa CFN037 tiene 21% mas nitrdégeno total que la
cepa silvestre.

En la figura 6 se muestran las plantas inoculadas con las
diferentes cepas de Rhizobium phaseoli. Las plantas inoculadas
con las cepas CFN4202 y CFNO031 muestran un fenotipo
caracteristico de las plantas crecidas en limitacidén de nitrdgeno
(hojas etioladas, mds chicas, etc.), mientras que las plantas
inoculadas con la cepa CFN037 son ligeramente mas grandes y las
hojas presentan un verde ligeramente mds obscuro que las plantas
inoculadas con la cepa silvestre.

MICROSCOPIA DE LOS NODULOS INDUCIDOS POR LAS CEPAS MUTANTES

La capacidad de inducir nédulos por estas mutantes esta
afectada, ya que la cepa CFN4202 induce muy pocos noédulos y éstos
son de color blanco, la cepa CFN031 induce nddulos verdes y mas
pequefios que los nédulos rosados inducidos por la cepa silvestre.

Por esto se decidié determinar la otra estructura de los
noédulos por microscopia de luz y electrdnica,. La figura 7
muestra los cortes de nddulos inducidos con las diferentes cepas.
La cepa CFN4202 induce ndédulos en los que no se pueden observar
bacteroides. La cepa CFN031 induce ndédulos con pocos bacteroides
en las células vegetales mientras que la cepa CFN037 parece tener
mads bacteroides en los ndédulos que los que presenta la cepa sil-
vestre.
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DISCUSION

La composicién de citocromos de la cadena respiratoria de
Rhizobium phaseoli comprende citocromos tipe b, tipo ¢ y las
oxidasas terminales o y aa;. En este trabajo se muestran datos
que indican la existencia de otra citocromo oxidasa terminal: el
citocromo 4@ (pico 634 nm, valle 650). La mutante CFN 4201
muestra una sefal caracteristica de este citocromo, (ver
manuscrito, figura 1 B). Esta mutante presenta una expresidn
alta de las otras oxidasas terminales o y aaj;, lo que explicaria
la expresién del citocromo 4. Por otra parte, la cepa silvestre
expresa este citocromo cuando se cultiva en tensiones bajas de O
(ver figura 5); en estas condiciones de cultivo el citocromo 3
se expresa en otras especies bacterianas (3, 13,). Una fuerte
evidencia de que existe un citocromo tipo 4 es el aislamiento de
un plasmido de un banco de genes de la cepa CFN42, el cual com-
plementa el crecimiento de una mutante de Escherichia coli que
carece de los citocromos o y d. La cepa complementada presenta
una sefnal caracteristica de citocromo 4 (ver figura 8).

La cadena respiratoria de Rhizobium phaseoli se bifurca
antes o a nivel de los citocromos tipo b. Los espectros de
fotodisociacién muestran que el citocromo o oxida a un citocromo
tipo b (434 nm). El citocromo aaj oxida otro citocromo b (429
nm). El citocromo b que reduce al citocromo aa; pudiera ser un
complejo de citocromos b/c, ya que en otras especies bacterianas
el citocromo aa; se reduce por citocromos tipo ¢ (14). Reciénte-
temente se reporté el aislamiento de una mutante de B. japonicum
que es incapaz de fijar nitrdégeno, y el gene mutado es homdélogo
en su secuencia a los genes del complejo b/ec,; (operdn gbe,) de
Rhodoseudomonas capsulata (6). Esta mutante no oxida TMPD. Los
datos que sugieren la existencia de un complejo b/c,
en Rhizobium phaseoli son: Las dos mutantes que afectan la
expresién del citocromo ¢ descritas en este trabajo estan afec-
tadas también en la expresidén de citocromos tipo b. Estas 2
mutantes mapean en diferentes regiones del genoma de R. phaseoli
(German R. Aguilar, comunicacién personal). Estas mutantes in-
ducen preferencialmente la oxidasa terminal aa,, lo que sugiere
la participacidn del citocromo ¢ en la reduccioén de aa,; sin em-
bargo, aaj oxida a un citocromo b. Estos datos se podrian ex-
plicar si el citocromo b que oxida aa, fuera un complejo b/c, .

En cuanto a la regulacidén de ia expresion de la cadena
respiratoria, se encontré que el citocromo aaj se regula por la
tensién de O, en la que se cultiva Rhizobium phaseoli, al igual
que en diferentes especies bacterianas (3). Por otra parte, se
demostré que este citocromo se regula negativamente por otros me-
tabolitos, independientemente de la tensién de 0,. El citocromo
aa, se encuentra reprimido durante la simbiosis; esta represidn
se debe a bajas tensiones de O, en el interior del ndédulo (89),
sin embargo, ésto no ha sido demostrado y es interesante deter-
minar si el citocromo aa, se regula durante la simbiosis por
represién de estos metabolitos. La mutante CFN4205 no reprime la
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expresién de citocromo aa, en condiciones microaerofilicas, sin
embargo se puede observar algo de represién de la expresién de
citocromo aa, en esta cepa durante simbiosis lo que sugiere que
estos dos mecanismos de regulacién son independientes.

Como se menciéno previamente el citocromec d se expresa en

condiciones microaerofilicas, la expresién de este citocromo
pudiera estar regulada por el mismo sistema genético que el que
regula la expresidén de aaz. Los datos que sugieren esto es que
la mutante CFN037 que expresa el citocromo aaj en condiciones
microaerofilicas no expresa el citocromo 4 en estas condiciones.
Sin embargo existe la posibilidad de que la expresioén de
citocromo aa, en esta cepa pudiera cambiar la concentracién
intracelular de 0, y evitar la expresioén de citocromo 4.
El aislamiento y caracterizacién de las mutantes afectadas en la
expresiéon de diferentes citocromos permitié establecer el papel
de los diferentes citocromos en el proceso simbidtico. Las
mutantes aisladas estan afectadas en su capacidad de fijacidn
simbidética de nitrdégeno. Sin embargo, en este trabajo se
demuestra que la respiracioén bacteriana se requiere no sélo para
el proceso de fijacidén de nitrdégeno, sino para que se lleve a
cabo una infeccioén efectiva de la planta por Rhizobium phaseoli.

Durante el proceso de infeccién de la planta por Rhizobium,
la bacteria se divide para poder avanzar hacia las células
vegetales que va a infectar. Cuando llega a estar en contacto
con estas células es internalizado por endositocis quedando
englobado en membranas de la célula vegetal. En el interior de
la célula vegetal el Rhizobium se divide nuevamente hasta alcan-
zar una densidad de poblacién de 10® a 10° bacteroides por célula
infectada (100, 101). La mutante CFN4202 que carece de
citocromo ¢ es capaz de inducir la formacidén de ndédulos; sin em-
bargo, en estos nédulos no se observan células vegetales infec-
tadas por la bacteria. La induccidén de nédulos vacios, por
mutantes de Rhizobium ha sido reportado para mutantes que afectan
la produccién de exopolarizados de Rhizobium meliloti (102, 103).
Se caracterizaron 2 tipos de mutantes, elprimer tipo eran
mutantes que no producen exopolisacaridos y la mutacidn
mapea en un plasmido (103). El1 seqgundo tipo de mutantes sobre
produce exopolisacarido y la mutacidén mapea en cromosoma (103).
La mutante CFN4202 es la primer mutante Inf  de Rhizobium que se
localiza en 1la cadena de transporte de electrones. Esto
sugiere que el citocromo ¢ es importante en la cadena de
transporte de electrones que proporciona el ATP necesario para el
crecimiento bacteriano al inicio de la infeccién.

El citocromo o se requiere para que la bacteria infecte a
la célula vegetal sin embargo, no es indispensable en el proceso
de fijacidén de nitrégeno. Los nédulos inducidos por la cepa
CFN031, que presenta niveles bajos de citocromo o, tienen una ac-
tividad de fijacién de nitrégeno del 20% del que presenta la cepa
silvestre, esta actividad se correlaciona a simple vista con la
cantidad de bacteroides encontrados en las células vegetales in-
fectadas. Estos datos muestran que los pocos bacteroides in-
ducidos por esta mutante son capaces de fijar nitrdgeno

17



atmosférico. Estos datos sugieren también que el citocromo o
forma parte de la cadena de electrones que proporciona el ATP
necesario para el crecimiento bacteriano en el interior de la
célula vegetal.

En cuanto al papel del citocromo aa,, el aislamiento de
mutantes que expresan este citocromo de manera constitutiva,
permitié demostrar que el citocromo aaj es importante en la
infeccién de la planta por la bacteria, ya que la cepa CFN037
induce la formacién de nédulos con células infectadas con més
bacteroides que los inducidos por la cepa silvestre. Por otra
parte, el citocromo aa; se requiere para la reaccién de fijaciodn
de nitrdégeno, ya que una mutante que presente niveles bajos de
este citocromo (proyecto en colaboracién con el Dr. E. Escamilla)
infecta a la planta mejor que la cepa CFN031 y sin embargo es in-
capaz de fijar nitrdégeno atmosférico.

Las mutantes CFN4205 y CFN037 expresan la oxidasa aaj de
manera constitutiva y tienen una actividad de fijacién de
nitrégeno similar y mayor que la encontrada en la cepa silvestre.
Sin embargo estas dos cepas presentan diferentes actividades de
succinato oxidasa y la cepa CFN4205 presenta niveles bajos de
citocromo o. Estas diferencias se pudieran deber a que el
fenotipo de la mutante CFN4205 se debe a mas de una mutacidén, ya
que fue inducida por mutagénesis quimica de la cepa silvestre.
Estos datos demuestran que es la expresién de citocromo aa, en
estas cepas la responsable del aumento en la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico. La correlacion de 1la fijacidén de
nitrégeno con la concentracidén del citocromo aa,; se pudiera ex-
plicar por un aumento en la cantidad de ATP disponible para la
nitrogenasa. Como se menciondé en la introduccién el citocromo
aa; es un sitio de conservacién de energia (19, 20, 21).

Por ultimo el hecho de haber podido aislar mutantes que
tuvieran una expresién constitutiva de la oxidasa terminal aaj
con mutagenesis con el transposon Tn5 permitira proponer el iden-
tificar este mismo sistema de reqgulacién en diferentes especies
de Rhizobium. El aislamiento de mutantes en estas especies con
capacidades de fijacién de nitrégeno incrementada pudieran ser
importantes en el cultivo de otras leguminosas.
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FIGURA 2. HIBRIDACION DE DNA TOTAL DE CEPAS DE Ruizopium
pHAseoL1 CONTRA Tn5. DNA’S DIGERIDAS CON ENZIMA EcoRI.
CARRILES 1. CFNC31, 2. CFNO32, 3. CFNO33, 4, CFNO36,
5. CFNO37.
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FIGURA 5. ESPECTROS DE CITOCROMOS DE CELULAS ENTERAS DE CEPAS
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FIGURA 6. PLANTAS DE PHAsEoLus vuLgARIs 34 DIAS DESPUES DE
HABER SIDO INCCULADAS CON DIFERENTES CEPAS R, pHASEOLI.

24




) B
M T

CFN4202

) hod

' t t.} *{\
’;“ "\ﬁ / 9 2) e

FIGURA 7. Microscopia de luz y electronica de nédulos inducidos

or cepas de R. phaseoli.
p T die PHGDSUYSS)

CE2 40X y 5263X, CFN037 40X

y 4385X, CFN4202 40 y 5263X, CFNO31 40X y 7017X.



A © HW 40
8
[.OI | 1.002
b
T a Q
: s s
® 1
o |
(2]
©
|
HW 40 /pMS 6
a
4 o
- | °
- |
l |
o
<
<
|
o
~
<
LO2 }004
® o
T 2 .02
| HwW 40
~—— e e
HW 40/pMS 6
[.oz

FIGURA 8. Espectos diferenciales de cepas de Escherichia coli. A reducido

ditionita vs oxidadc E reducidec + CO vs reducido



TABLA 1.

FENOTIPO DE OXIDACION DE N',N',N,N-TETRAMETIL PARAFENILENDIAMINA (TMPD) DE
MUTANTES DE RH1zOBIUM PHASEOLI.,

FENOTIPO CRECIHIENTO

CEPA MUTAGENESIS TMPD PLACAS MM SUCCINATO
CE2 = TMPD* +

CFN4202 Mup LAC Km TMPD™ +

CFNO31 TNSMOB TMPD™* ~/+

CFNO32 Tn5MoB TMPD*™ +

CFN033 TNSMOB TMPD™* .

CFNO36 Tn5mMoB TMPD*™* +

CFNO37 TnSmMoB TMPD*™ +




TABLA 2,
CONCENTRACION DE CITOCROMOS EN MEMBRANAS DE CEPAS DE RH1ZOBIUM PHASEOLI.

C I TOCROMDOSHA

CEPA B c ARz 0-C0

CE2 310 166 077 069
CFN4202 153 N.D.B 166 111
CFNG37 176 177 054 063
CFi031 200 162 042 010

ACONCENTRACION DE CITOCROMO COMO NMOL/MG PROTEINA

BN.D. NO DETECTABLE
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TRBELA 3,
ACTIVIDADES RESPIRATORIAS DE MEMBRANAS DE CEPAS DE RHIZOBIUM PHASEOLI

OXIDASAGA

CEPA SUCCINATO NADH TMPD
CE2 65.2 2173 190
CFNL202 46.7 39.7 29,2
CFNO37 68.6 86.1 141.3
CFNO31 87, 255.4 267.0

AACTIVIDAD COMO NATOMOS DE 02 CONSUMIDO/MIN/MG PROTEINA.



TABLA 4,

ACTIVIDAD DE FIJACION DE NITROGENO DE PLANTAS INOCULADAS CON DIFERENTES CEPAS -

DE RHIZOBIUM PHASEOLI.

CEPA ARAA NITROGENO®
TOTAL
CE2 100 2,61
CFN4202 N. D.© S B>
CFNO37 193 3,16
CFNO31 20 1,52

AACTIVIDAD DE REDUCCION DE ACETILENO DETERMINADA EN PLANTAS DE FRIJOL 21 DIAS DESPUES
DE INOCULADAS. ACTIVIDAD COMO % DE LA ACTIVIDAD DETERMINADA EN LA CEPA SILVESTRE.

BMG DE NITROGENO POR 100 MG DE TALLOS Y HOJAS DE PLANTAS DE FRIJOL 35 DIAS DESPUES DE

INOCULADAS

cN.D. NO DETECTABLE

Ds 5. SIN DETERMINAR
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