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INTRODUCCION

1. NITROGENO.

Laos ek tos que ¢

P los organismos vives, particularmente aquclios
considerados come mayeres ( carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigena ), estin
sujetos a procesos ciclicos en la naturaleza, siends el nitrégeno uno de los que
revisten mayor importancia desde el punto de vista econémica y ecolégico ya
que es el nitriente limi mis en la produccién agricola(45).
‘Todos los seres vivos requieren una fuente nitrogenada para crecer, ya que los
principales componentes celulares, como las proteinas y los fcidos nucleicos,
contiencn nitrégeno. Vartan sin embargo, los puestos nitrogenados que los
distintos organl son cap de asimilar; las plantas utilizan p
inorgdnicos, como amaonio ( NH4 ) o nitrate ( NO3 ); los animales superiores,
ademds de amonio, requicren compuestos orgnices,como aminoicidos o
bascs nifrogenadas{ 53 ) . En witima instancis, todos los compucstos
nitrogenados que los seres vivos utilizan pravienen del nitrégeno molecular (
Nz ), que representa el 80% de los gases que forman Ia atmasfera terrestre,
Los tinicos organismos capaces de utilizar directamente este elemento son las
bacterias fijadoras de nitrdgena ( 47 ). Los demis dependen del metaboli
de estos microorgamismos para tener una fuente nitrogenada.
La atmésfera es Is fuente original de casi 1a totalidad del nitrdgeno en el
ist suela-plant imal, ya que Ias rocas fgneas presentan contenidos de
10 a 50 ppm, por Jo cual su aporte sc torna insignificante. La transferencia del
nitrégens malecular ( N2 ), ue una pequeft idad provieme de
procesos quimicos { generados por luz, combustién o descargas eléctricas ),
aportado por Ia precipitacién (44, 51).
A partir de nifrégeno atmosferico se sintetizan los fertilizantes nitrogenados
que se utilizan en 1a agricultura( 25).




1.1. PROPIEDADES QUIMICAS.

El calor de disociacién de las moléculas de nitrégeno es de ~171.14 Kcal por
mol de N: ( calor absorbido ), siende mayer que ¢l de cuslesquicra otras
moléculas didtomicas . A 3500 °C dnicamente um 5% de Ias moléculas de
nitrégeno estan disociadas en dtomos( 40 ).

En consecuencia , ¢l nitrégeno es el elementa més inactive,con excepcion de
los gases fnertes . La estructura de su molécula , : N " N : | con tres pares de
electmnes compnrudos ,expuca la inercia qulmlu del nitrégeno . No

se a elevadas temperatura con ciertos metales se
combma con ellos formando nitruros ; de este modo se obtiencn ficilmente,
INLis N:Cas , N2 Mgs y NB ; los mtmrus de los metalcs activos son i6nicos y
contienen el ion nifruro, t 1bié r can tos no metilicos como
oxfgeno ¢ hidrégeno, y con compuestos tales como carburo cilcico, C: Ca ( C:
Ca+Ni=CN: Ca+C)(25),

1.2. PROPIEDADES FISICAS (35).

Namero atémico..........7 Densidad absoluta (encn),..1.2506 g /1

Peso atémico........... . 14.008 Densidad relativa (aire=1). 0.9672
Radio atémico covalente. 0.70 *A.  Densidad del N: lfquido........ 8.808

Radio del ion nitrure.. 1.71 °A Solubilidad en agua ( c.c en c.n por litro )

Abundancia de los isétapas : a0°C eeirinennn. 23.54

N1 99.62 % 225 'C.............. 14.34

Nis 0.38% Punto de chullicién................. -195.8 °C
Notacién espectral 18:;25:;2Ps Punta de congelacin............. -209.86 °C
Estado fisica.......... Gas incoloro, Temperatura critica.............. -147.1 °C

inodoro Presion critica......ccorecnisrrnnn. 33.7 atin

¢ insfpido

Férmula molecular ........... N2
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1.3. ABUNDANCIA , USOS

El nitrégeno constituye ¢l 78.03 % en vol de Ia fera , es tambié

bund: en do de binacién. Los principal I minerales
natives son el salitre NOsK , y ¢l nitrato sédico, NOsNa . El nitrdgeno es un
elemento esencial de las protefnas ( compuestos organicos complejos ) de fodos

los animales y plantas. La mayoria del nitrégenoc que entra al sucle es en

forma de P inorganicos reciclado , tales como nitrates y amonio, que

proviene de la lluvia, de excresi y descomposicién de organismos. La
atmosfera es la fuente original de casi la totalidad del nitrégeno en el sistemz

suelo-planta-animal , ya que las rocas ig pr jdos de 10 a 50

ppm, por lo cual su aporte se torna insignificante. La transferencia del
nitrégeno atmosférico al suelo ¢s lograda casi totalmente por medio de
procesos de fijacién microbiolégico o industrial de nitrégeno molecular ( N2 )

una pequeft tidad provicne de procesos quimicas ( generados por

tuz, combustién o descargas eléctricas ) aportado por la precipitacién. Resulta

dificil poder esti con precision la idad de nitrégeno mundialmente
fijada por los microorganismos, pero se considera normalmente una cifra
anual de 100 millones de toneladas provenientes de la fijacién industrial
Estimaciones mas recientes indican que el total fijado por los diferentes
procesos asciende a 240 miillones de toncladas, de los cuales el 66%

corresponde a procesos bioldgicos, 25% a la fijacion industrial v ¢l 9% por

pr quimi |’ (25,42).

¥



Dentro de los usos que sc le da al nitrégeno se aprovecha su extraordinario
carficter inerte, se utiliza en la fabricacion de amonfaco, acrilenitrilo,
cianamida, cianuros, nitrurcs; fabricacién de explosivos; gas inerte para
purgado, vaciado y ejercicio de presion ; industrias eléctricas y electronicas;

refrigeracion de alimentos en transporte ;. hielo seco; propulsares de liquido

presurizade ; congelacién rapida de ali ; cong ion cri

&ni N
’

antioxidante para alimentos ; fuente de presion en pozos de petrdleo |

componentes de mezclas fertilizantes( 25 ).

1.4, IMPORTANCIA

El nitrdgeno es nccesario para la bi is de inaacidos , purinas y

I q t

piri VYT lo los microorgani ya sea en forma
inorganica u organica. Las fuentes de nitrégeno inorganico mas frecuentes son
el nitrato y el amonio, pero otras fuentes inorganicas empleadas por algunos
microbios incluyen también cianura ( CN ), cianato ( OCN ), tiacianato (SCN
}, cianamida { NCN ), nitrito ( NO2 ) e hidroxilamina ( NH20H ) . El
nitrégena libre como gas (N2 ) también es empleado por algunas bacterias .

Gran parte de los datos obtenidos acerca del metabolismo de las proteinas
pueden expresarse ( y a menudo se miden ) en términos de nitrégens, por
razones que saltan a la vista. Los productos terminales del metabolismo de los
4tomos de carbona y de hidrégeno de las proteinas son COz y 1120 , identicos a

Ios productes terminales del metabolismo de los carbohidratos y o los acides

arasos( 48 ).




Si bien algunas proteinas posecn dcido fosforico, este componente es mas
caracterfstico de los dcides nucleicos, los fosfolipidos y algumos productes
intermedios del metabolismo de los carbohidratos. El azufre ¢s companente
casi invariable de las proteinas, pero su metabolismo traduce sélo las
reacciones de la cistina y Ia metioninz. A diferencia de estos elementos, el
nitrégeno es peculiar de las proteinas, en lo que se refiere & su concentracién
clevada en la molécula protefnica ( en promedie, 10% ) y a sus productos
especializados de excrecion ( amoniaco, urea y otros mds ).

1.4.1. Nitrégeno de los allnsentos.

El nitrégeno proteinica excede de las demis formas de nitrdgeno de los
alimentos. Se ingieren cantidades pequefiisimas de nitrégeno inorganico en
forma de nitratos y nitritos. Ast mismoen los alimentos by pequefia cantidad
de nitrégeno organica no proteinico ( NNP ), que incluye dcidos nucleicos y sus
derivados, y aminoscidos y péptidos(22 )

1.4.2. Nitrogens del organismo.

1 Iy

En los tejidos y los liquidos corporales hay puestas nitrog

A la proteina corresponde, en pr dio, 20% del peso hfimedo de casi todos

los tejidos. En la sangre, adem4s de proteinas hay varios tipos de ( NNP ). La
urea, el producto principal del catabolismo protemico se foroa en el higado, y
pasa por [a sangre a los rifiones para ser excretada. La creatina sanguines
puede estar en camino hacia ¢l miisculo para la sintesis de fosfocreatins, o
puede haber salido de los masculos. La creatinina es un producto de descch

formado por fosfacreatina y creatina. El producto terminal del eatabolismo de

1as purinas es el &cido @rico( 22 ).



En Ia sangre también se observan aminodcidos libres; se hallan ¢n camino de
un 6rgano ha otro para fines de sintesis o de degradacion. Otros componentes
del nitrégeno no protefnico de la sangre incluyen polipéptidos, glutation,
purinas y pirimidinas, ATP y ergotionefna.

1. 4. 3. Balance nitrogenado

La mayor parte del nitrégeno de la dicta corresponde a protefnas, y la mayor

parte de los productos nitrogenados de excrecion provienen del catabolismo
protefnico, El balance nitrogenado se define como 1a diferencia cuantitativa
entre el ingreso de nitrdgeno y la excrecién del mismo, expresada en las
mismas unidades ( v.g. : gramos N/ dia ). Ingreso denota el nitrégeno de los
alimentos , En Ia excrecién se cuentan estas vias ; orita, heces, leche, sudor,
expectoracion, vémito, descamacion de la piel, lquido menstrual y pelo que
cae; sin embargo, en la practica sé6lo se consideran los dos primeros factores,
excepto en circunstancias insslitas(22 )

El balance de nitrogeno es positivo si ¢l ingreso excede de la excrecion. Esto
rige invariablemente cuando sc sintetizan nuevos tejidos; por ejemplo cl
crecimiento de los jovenes, en la gestacion y en la convalescencia del estados
de balance nitrogenado negativo.

En el balance nitrogenado negativo, la excrecion excede del ingreso. Este
estado, que pateniemente no pucde continuar de mancra indefinida, ocurre en
Luis siguientes circunstancias: ingreso inadecuado de protefnas ( ayuno,
emfermedades digestivas ); auniento del catabolismo de las protefnas tisulares
( fiebres, infecciones, emfermedades extenuantes ) ; aumento de la pérdida de

protcinas del organi , por cualquier mecanismo.




OBJETIVO

Hacer una relacion accesible de informacién bésica enfocada a estudiantes v
profesionales de la carrera de Qufmico Farmacéutico Bidlogo, gue descen en
un future cercano desarrollar trabajos y estudios sobre el procese de fijacién
de nitrdgeno y la importancia que tiene este , como base en la fabricacién de
fertilizante utilizados en la agricultura capaz de mecjorar la produccion de
semills.



2. CICLO DEL NITROGENO

Las rutas biosintéticas que conducen a los amincicidos y los mucleétidos
comparten ka necesidad de nitrdgeno , pero los compuestos nitrogenados ttiles
bialégicamente ¥y solubles son 'gencralmente escases en el medio natural Por
esta razin, ¢l amonfaco, los aminokcidos y los nmucledtidos son empleados con
economfa por la mayor parte de los organismos, particularmente porque tales
compuestos son los precursores de sus vitales icidos nuclefcos y proteinas. Ya
se ha visto gque los aminaicidos libres, las purinas y las pirimidinas formadas
durante &l recambio metabélico se recupers frecuentemente y se emplean de
maevo( 43 ). La forma de nitrigeno mis abuindante se halla en el aire, cuyas
cuntro quintas parte son nitrégeno molecular ( N: ) . Sin embargo, solamente
unas pocas especics, relativamente, pueden convertir el nitrégeno atmosférico
en formas ftfles para los organismos vivos, los cuales pueden recuperar
utilizar de nuevo el nitrégeno disponible biolégicamente canstituyendo un
amplio_ciclo del mitrdgeno  ( Fig. No. 1 ) . La primera etapa del ciclo del
nitrégeno es la fijaciGn del nitrégeno atmosférico por los organismos fijadores
del nifrégeno y dar amonface. Ei amoniaco puede emplearse por la mayor
parie de los organismos vives. Sin embarge, existe algunas bacterias del suelo
importantes que obfiener; su encrgia oxidando el amonfsco para formar
nitrito y , por dltimo nitrate. Coms todos cstos arganismos som muy
sbundantes y activos, casi todo el amaniaco que llega al suele se oxida.
Finalmente a nitrata, proceso que se conoce como pitrificacién (22,16 ). Las
plantas y muchas bacterias pueden reducir con facilidad el nitrato a amonfaco
muevamente por la accidn de Ias reductasas del nitrato ; este proceso se le
conoce como desnitrificacin ( 18 ).
10



Fig. No. 1 Ciclo del nitrogeno [ 53 )

(N, NITROGENO ATMOSFERICO )

) ( N l
; 2
NITROGENO MOLECULAR

b

BACTERIAS
DACTERIAS ) n.mnofl‘al:\s
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SUPERIORES SUPERIORES
.
+
NO, NH4
NITRATO AMONIO

BACTERIAS
NITRIFICANTES
MTROBACTER
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El amonfaco asf formado se incorpora a los amincicidos por las plantas que
luego se emplean por los animales como fuente de aminoacidos esenciales y no
esenciales para construir las proteinas animales. A la muerte de los animales
1a degradacion microbiana de sus proteinas devuelve ¢l amoniaco al suelo en
donde las bacterias nitrificantes lo convierten en nitrito ( NOz <) y en nitrato (

NOs -) de nuevo(S53).
2.1. TRANSFORMACION DE LOS COMPUESTOS NITROGENADOS.

Las sustancias orginicas nitrogenadas complejas del suelo estin
represcntadas por las proteinas , &cidos nuclefcos, bases puricas y pirimidicas
y azicares aminados { glucosamina y galactosamina ). La forma mas simple
del nitrégeno encontrada en las transformaciones biolégicas es el nitrégeno
gasoeso elemental. las transformaciones en las que participan los
microorganismos ascilan desde el gas nitrégeno hasta protefnas( 48 ). Para
que ocurran estos cambios se efectuan muchas reacciones cnzimiticas
complicadas y se producen muchas sustancias intermedias. Estos prcesos
hioquimicos son :

Proteslisis

Degradacién de amincécidos ; Amonificacion

Nitrificacién

Reduci6n de nitratos a amonfaco

Desnitrificacién

12



2.1.1. Protedlists.
El nitrégeno ds las protets ( y de los dcidos nucleicos ) se debe considerar
como el final de la linea en la sintesis de los compuestos nitrogenados. El

nitrégeno en las protcinas estd "encerrado” y no se halla disponible como
alimento para las plantas. para que este nitrogens organico quede libre para
ser reusadao, ¢l primer proceso que debe ocurrir es la hidrolisis enzimstica de
las protefnas { protedlisis ). Esta la efectdan microorganismos capaces de

P S0 fi idad.
"

elaborar protei extracelulares que ¢

man las pr

mis pequefias ( peptidos ). Estos péptidos som atacades posteriormente por

peptidasas, dando como prod: finsles Ia liberacion de aminoacides
individusles. El alcance de Ia reaccién se resume as{ :
proteinasas peptidasas

Protefnas » péptidos p dminodcidos

Algunas especies de bacierias elaboran grandes cantidades de enzimas
proteoliticas y entre las mAs activas estin algunas de la clostridia, como
Cloasrisium histolyticum y CL sporogenes ; menor grado de actividad tienen
Ias especies de los géneros Proteus , Psendomonas y Bacillus . Muchos hongos
y actinomicetos del suelo son muy proteoliticos . Las peptidasas, sin embargo,
abundan en los ynicroorganismo lo demuetra el que las peptonas ( protefnas
parcialmente hidrolizadas ) sean componentes comunes de medios de cultive
bacteriolégicos que proporcionan fuentes disponibles de nitrdgeno( 39,48 ).

13



2.1.2. Degradacion de aminoicidos : Amonificacién

Las productos finales de 1a proteotisis son los amincicidos. Su destino en el
suclo es que sean utilizades como alimentes por los microorganismos. Los
aminoécidos son objeto de gran variedad de patrones para Ia descomposicién
microblans. Aqui tratarcmos de 1a liberacion del nitrégemo de estos
campuestos, que va acompafiada de 1a d inacién, es decir 1a eliminacién

de los grupes amino. Aunque los microorganismos presentan muchas
variaciones en Ia desaminacién, uno de los productos finales siempre es
amoniaco, NHs . Un ejemplo de desaminacion es :

Alanina
desaminasa
CHsCHNH:COCH + 1202 p» CH3COCOOH +NH3
Alanina Acldo pirdvica

Esta reaccién se clasifica como desaminacion osidativa( 48 ). Muchos
microorganismos desaminan amincdcides. La produccién de amoniaco se
canoce como amonificacién. El destino del amoniaco es variable dependiendo
de Ias condiciones del suelo ; sin embargo, sf se solublliza, se forma NHs .
Algunas de las posibilidades subsigulentes son su acumulacién y utilizackén
por las plantas y microorganismos, los cuales bajo condiclones favorables se
oxidan a nitratos ( 39,18 ).
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2.1,3. Nitrificacién

La oxidacién del amonfzco a nitratos se Wama nitrificacion es una de las
actividades mas importantes de algunas baclerias autétrofas. Las reacciones
de oxidacién proporcionan a estos microorganismos la energis que requieren
para los procesos cehulares( 43 ). Desde el punto de vista de la fertilidad del
suelo, el producto de Ia reaccién ( nitratos ) es la formaa de pitrogeno mas
accesible a las plantas. La nitrificacion la efectuan las bacterias especificas en
dos pasos( 17):
1. Oxidacion de amoniaco a nitritos por Nitrosemonas :

2NHs + 302 » 2HNO: + 2H:0
2. Oxidacién de nitritos a nitratos por Nifrobacter :

HNO: + 1202 > HNO;
Se han encontradu pocos géneros de bacterias capaces de realizar estas
reacciones y sélo se han estudindo en detalle ha Nirosomona y Nitrobacter .
Algunos hongos son capaces de nitrificacion heterotréfica, como Aspergilius
sp. Durante muchos afios las bacterias Nitrosgmonas y Nitrobacter fuertn
consideradas como autétrofas obligadas y aerobias estrictas. La reduccién del
nitrato a amonfo recibe ¢l nombre de reduccion asimilatoria del nitrato, en
contraste con la reduccidn desasimilatoria del nitrato proceso que tiene lugar
en las bacterias desnitfrificantes en Ias que 1a funcion del nitrato es 1a de un
aceptor de clectrones alterno al Oz en la fosforilacién por transporte de
electrones. En la reduccion asimilatoria del nitrato, no hay sintesis del ATP.
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2.1.4. Reduccién de nitratos a amoniaco

Varias bacterias heterdtrofas son capaces de convertir nitratos a mitritos o
amoniaco . Esto scurre normalmente en condiciones de anacrobiosis, tanto en
suelos como en aguas estzncadas. El oxigeno de los nitratos sirve como
aceptor de electronss e hidrégeno. En el procesa participan varias reacciones
y ¢l resultado que abarcaes :

HNOs + 4H:_____, NHs + 3H20
Esta reaccién no cs 1a principal en los terrrenos agricolas no muy himedos
que estin bien afreados y que contienen solo cantidades moderadas de
nitrégeno de nitratos orginicos( 48 ).
2.1.5. Desnitrificacién.
Algunos micreorganismes san capaces de ¢(ransformar nitratos a nitrégeno
gaseoso u 6xidos nitrosos. Fste proceso se le llama desnitrificacion, y et
cambio acarrea una red de pérdidas de nitrégeno del suelo. Algunos de los
microorganisnios relacionzdos en esta reaccion son Thibacillus dewnitrificans
( wn autétrofo ), Micrococcriv_desnitrificans _( un heterdtrofo ) y algunas
especies de los heterStrofos mAs comunes de los géneros Seratia,
Pseudomonas, y Achromobacter. La desnitrificacion na se efectia mucho en
los suelos bien aereados que tienen cantidades moderadas de materia orgénica
¥ nitratos. Al parecer sucede copiosamente en suclos saturados de agua (
anaercbios ) y ricos en sustancias orghnicas. Las reacciones que intervienen en
Ia desnitricacion { 43 ) se resume como sigue :

NO3 » NOz > N2Q » N2
16



3. MICROORGANISMOS QUE PARTICIPAN EN EL CICLO DEL
NITROGENO Y SU PAPEL ( MICROORGANISMOS DEL SUELO)

La fertilidad del suelo depende en gran parte de la actividad bacteriana.
Centenares de escpcies de bacteeriss se encuentran en los distintos suelos y
varian en las diferentes partes del mundo. La naturaleza y It magnitud de 1a
poblacién bacteriana del suelo depende de condiciones ambientales tales como
el grado de humedad favorable, Ia concentracion de hidrogeniones, la
temperatura, el alimento disponible y la aireacion. Las bacterias del suelo son
absolutamente csenciales para todos los proceses vilales, ya que sin los
procesos de putrefaccion y desintegracion no habria descomposicion de la
maleria vegetal y animal muerta( 17 ). Los microbios del suelo, ¢n la forma de
bacicrias de 1a putrefaccidn, descomponen ¢l estiéreol y la materia vegetal y
animal con ia consecuente libcracién de sustancias quimicas simples como
nitrato sédico, fosfato de calcio, cloruro sddico, etc. Las plantas verdes en
desarrollo pueden utilizar estos productos de la descomposicién y sintetizarlos
en ¢l proceso de la fabricacién de alimento folosintético. En Ia flora del suelo
hay microorganismos aerobios,anacrobios,protecliticos y que desdoblan
carbohidratos,capaces de causar descomposicion y desintegracion; hay
ademas bacterias que reducen los nitratos 2 nitrites, otras que utilizan el
nitrogeno del airc y del amonisco y forman nitratos y otras mas que utilizan el

azufre, el hierro, ¢l fdsforo, compuestos de manganeso, etc( 17 ).
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Cuadro No. 1 Micreorganismos fijadores de nitrégeno (48),

De vida

libre

Bacterias aerobias obligatorias :

Vamilia Azotobacteraceae (género:
Azotobacter , Azomonas, Azotacaccus ,
Beijerinckia - Derxia )

Mycobacterium flavum , ML rosco-
album , M. azotabsorptum , Myco -
bacterium sp.

Aercbias fot6trofas algas verdi - azuladas

Familia Nostocaceae

Familia Stigunemataceae
Familia Chroococcacene
Familia Oscillateriaceac

Bacterias anaerabias facultativas

Klebsiella pneunmoniae , K . rubiacearum
Bacillus polymyxa , B. macerans
Enterobacter aerogenes, E. coli
Enterabacter cloacae

Bucterias fototréficas

Rhodospirillum rubrum
Rhodopseudomonas palustris
Rhodumicrabium

Ias bacterias sulfureas :
Chlorabium thiosulfatophilum
Chromatium vinosum ,

C. minutissinum .

Anaerobios obligatorios :

Clostridium pasteurianum ,
C. butyricum.

Bacterias reductoras de
sulfatos :

Desulfovibrio desulfuricans,

D. vulgaris , D. gigans

Desulfotomaculun orientis ,
D. ruminis.
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Cusdro No. 2 Microarganicmaos simbiaticos tijadores de nitrdgens (15).

Simbidticos

Plantas Asaociadas con : Plantas Aseciadas con :
leguminasas no leguminosas

Alfalfa Rhizobium meliloti Aliso Franquis alni
Trebol Rhizobinm trifolli Azolla Anabaena Auxollae
Soya Rhizobimmn japonicum G e Nostoc

mucrophylla muscorim

Pisum Rhizobium legumi um Casuarina Actinomices
Frijot Rhizobium phuseoli Comptonia Fraguia
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3.1. BACTERIAS

Estos organisinas derivan su energfa de muchos de los carbohidratos simples
¥ su nitrégeno de la atmdsfera en i forna elemental o gaseosa . Las bacterias
que fijan nitrdégeno se encuentran usualmente en las raices de diversas
plantas, A continuacién se describe a un grupo de bacterias fijadoras de
nitrégeno, siendo estas kas de mayor impartancia en dicho proceso.

3.1.1. Ubicacidn taxonomica

Las bacterias de los géneros Rhigebimm v Agrobacterinm son bacilos los que
pertenecen a la familia Rhizobiaceae, segin la clasificacién propuesta por
Bergey ( 19 ). El género RAizobium se compone de seis especies, las cuales
reciben sus nomnbres de acuerdo a la especies vegetales en que se alojan. A
continuacién se detallan los géneros v las leguminosas con las cuales se
asocian:

A). Rhigebium leguminosarum. Se locatizan en leguminosas de los géneros
B ). Rhizebimmn phaseoii . Es 1z especie que encontrzames en el frijol
phaseolus vulgaris .

C). Rhizobium trifolii. Se encuentra en especics de leguminosas farrajeras

del género Trifolium .
D). Rhizobium meliloti . Caracteristica de los géneros Medicaga, Melilntus

y Trigonella .
E). Rhigobitun lupini, Se presenta en los géneros Lupinis, y Ornithopus .
F). Rhizobinm japonicum . Especic presente en la soja ( glycine maxima ).
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3. 1. 2. Caracteristicas generales del género Rhizobiums

Las bacterias de este género son bastones cortos y medianos, Gram (-), de 1.2
a 3 u de largo por 0.5 a 0.9 u de ancho, son maviles cuando j6venes y
muchas veces presentan grinulos prominentes de B - hidroxibutirato { 55 ).
Son bacterias quimicorganotréficas y crecen mejor socbre medios complejos,
especialmente sobre extracto de levadura, incubados enwre 25 y 30 °C. Son
organismos aerdbicos, que presentan su crecimiento miximo a presiones de
oxfgeno relativamente bajas. Las colonias pueden caracterizarse por Ia
produccién de mucilagi o goma, aunque se encuentran variantes no gomaosas.
Este mucflago esta formado por glucaesa, dcido glucorénico, galactosa y piruvil
(45 ).

Bajo condiciones de cultivo en agar - extracto de levadura - manitol se sbserva
escaso o nulo crecimicnto con un perfodo de incubacién de 24 horas. Cuando el
desarrollo del cultive es de moderado a abundante entre los 3 y 5 dias,
incoloro o blanco, con poca a sbundante formacién de goma, puede
corresponder a las especies:

Rhizobium phaseoli, Rhizobium meliloti, Rhizobium trifolii y Rhizobium
leguminosarum . En cambio, cuando el crecimiento fué escaso luego de 5 dias,
feve a moderado en 10 dfas , incoloro o blance y rara vez rosado, con poca
formacién de goma, pueden pertenecer a lus especies Rbizobium lupini y
Rhizobium japonicum ( 55,51).
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Las pruebas de laboratorio para su identificacién se basan en la motilidad,
tincién de Gram, y las reacciones en leche tornasolada. Las pruchas
especificas de identificacion se realizan por medio de la produccién de
anticuerpos para la aglutinacién, inmunedifusién ¢ anticuerpos fluorcscentes
{ 40,55 ), asi como anticuerpos monoclonales ( 45).

3.1.3. Apotobacter chroococcum

1. Forma : bastones cortos, gruesos, con cxtremos redondeados; formas
ovoides grandes como diplococos gigantes; bastones piriforines y otras
formas. Tiende a sufrir cambios ciclégenicos desde grandes formas tipo
levadura hasta tipo cocoide y bzcilar y etapas sin forma definida, 2.
Agrupamientos celulares: aislados o en pares de extremo a extremo; en los
cultivos vicjos aparccen en paquetes . 3. Tamafio: 2a3u por 3a6n. 4. No
esporulados; los organismos cstin rodeados por una membrana gelatinosa de
grosor variable, que por lo connin se vuelven pardusca en los cultivos viejos.
5. Gramnegativo y no acidoresistente. Movilidad: mévil mediante un flagelo
polar. 6. Temperatura optima 25 °C .9, Aerobio estricto fija N: atmosférico.

3.1.4. Klebsiclla pneumoniage

1. Forma: bastones gruesos, cortos con caApsula. 2. Agrupamiento celular:
aislados o en pares cxtremo a extremo. 3. Tamafto: 0.52 0.8 4 por1aSu. 4,
Propicdades tintoreales: se tific bien con los colorantes ordinzrios de anilina,
5. Gramnegativos. 6. Inmévil. 7, No esporulado. 8, Temperatura éptima : 37
°C . 9. Acrobio y anaeyobio facultativo. 10. Reduce los nitratoes a nitritos (17).
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3.1.5. _Proreus vulgaris

1. Familin Enterobacivriacese . 2. Habitat : suelo, contenido intestinal del
nominre, agia riCa CN MALCrA Organica, MAICrLiIes PUtreractos. 3. rorma:

bacilos pequeiios, delgadas pleomndrficos. 4. Agrupamiento celular : aislados,

en parejas y fr te cn cad largas. 5. Tamafio: 0.5al s« porlal
# . 6. Gramnegativas, 7. Movilidad: mévil con numerosos flagelos perftricos .
8. No esporulada. 9. Temperatura 6ptima 37 °C . 10, Aerobios y anacrobios
facultatives. 1. tforma acido sulfhidrico. 12. Forman amonfaco. 13. Reduce
los nitratos a nitritos { 48 ).

3.1.6. Bacillys mycoides

i. Familia: Bacilluccae . 2. Habitat: leche, agua, suclo, polve. 3. Forma:
organismos bacilares gruesos con cxtremos truncades o ligeramente
redondeados. 4. Agrupamiento celular : se presentan aislados, en pates, en
pequeriios grupos y en cadenas . 3. Tamadc: 08 a 13 wpor 2a 6 u. 6
Esporulados, cun esporas grandes, centrales, avales, que miden de 1 a 1.6 »
por 2 a 2.51 y que aperecen en un término de 24 a 48 horas . 7. Grampositive
y no acidoresistentes, que se tifien con los colorantes ordinarios de la anilina .
8. Temperatura 6ptima de 30 °C. 9. Acrobio y anaerobio facultativa, 10.
Produce amonfaco. 11. Forma nitritos de los nitratos. 12, Forma 4cido de la

glucasa, 1a sacarosa, 1a xilosa y la dextrina (17).
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3.1.7. Nitrosomonas europaea

1. Habitat : suelo . 2, Forma : de baston o esférica. 3. Agrupamientos
celulares: aislados o agregados en una masa por algims sustancia ligeramente
viscosa; rara vez en cadenas de tres o cuatro. 4. Tamafio: 0.9 a1 u porlla
1.8 u, 5. Movilidad : méviles por medio de un flagelo polar de langitud tres o
cuatro veces mayor que la del bacilo, 6. Aerobio estricto. 7. El amonfaco y las
sales amaniacales son oxidadas a nitrites( 17,39 ).

3.1.8. Nitrobacter winogrodskyi

1. Habitat . 2, Forma: bastoncs con membrana gelatinosa . 3. Tamafio: de 0.6
a08u porial2au .4 Propiedades tintoreales : no se tifien facilmente. 5.
Gramnegatives. 6. Inmévil. 7. Temperatura 6ptima de 25 a 28 °C . 8. Aerobio
estricto. 9. Oxida los nitratos a nitritos (17).

3.2. LEVADURAS

Muchas levaduras y mohos tienen gran importancia en la industria por su
capacidad de formar productos de fermentacién coma el alcohol isopropflico y
1a acctona, por su utilidad en la industria del pan y en el queso, etc. Son
también causa de efectos nocivos por su papel en la pobredumbre y en el
afiublo. Produccen cambios de importancia en el suclo. Algunos son causa de
emfermedad en plam.as y animales. Penicillum 'y Aspergillus producen

antibisticos poderosos ( 39,18 ).



3.2.1. Caracteristicas gencrales de las levaduras.

Las levaduras y los mohos son organismos vegetales sin clorofila, parasitos o
saprofitos, que generalmente se reproducen por medio de esporas y con poca
frecuencia por medio de un mecanismo sexual. Algunos son unicelulares (
levaduras }; en su mayor parte son multicelulares de tipo filamentoso. En
general, los hongos s¢ desarrollan mejor a la temperatura de la habitacién (
20* a 25°C) a a 37°C, por lo gencral en un medio de pH= 5.5 a 6.5. La
mayorfa de los hongos son acrobios. Para el aislamiento se¢ usan con mas
frecuencia el medio de ensayo o cl de conservacion de Sabouraud y medio de
Pensilvania.

3.2.2. Clasificacion.

La clasificacién de las levaduras y de los mohos es atin confusa. Las relaciones
entre los grupos no cs clara y ¢l pleomorfismo ¢s habitual. La amplia
clasificacién que sigue es bastante aceptada y da una indicacién del lugar de
las levaduras y los mohos cn ¢l reino vegetal ( 17, 39).

Phylum. Talofitas. Organismos vegetales sin raices, tailos, ni hojas.
Subphylum §. Algas . Poscen clorefila,

Subphylum 1L /foengos No poseen clorofila.

Clase 1. Esquizomicetos. Bacterias

Clase 2. Ficomicetos. Hongos semejantes a las algas, con micelio no tabicado.

Incluye los mohos del agua y el pan, ¢l aflublo, 1a rofia, la pobredumbre,
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Clase 3. Ascomicetos. Hongos sacciformes con micelio tabicado cuando lo

hay. Incluyen levaduras, Penicillun, Aspergillus.

Case 4. Basidiomicetos. Hongos con basidios, con micelio tabicado si lo hay.
Incluyen los de tizon de trigo, anublos, plantas fungosas verdaderas como
bejines y setas,

Clase 5. Hongos imperfectos . Hongos tedavia inclasificables en otros

grupos, con micelio tabicado.

Las clases 2, 3, 4 v 5 coanprenden los Enmicetos u hongoes verdaderos.
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4, PROCESO DE F1JACION DE NITROGENO

En el process de fijacion de N2 , este es reducido a amoniaco que
posteriormente es convertido a foros orginica, El proceso de reduccion es
catalizado por la enzima nifrogenasa ,que consta de dos compaonentes
protefnicos separados lamados [ y II. Ambos componentes centienen hierro y
el componente 1 contiene también molibdeno. Los componentes de la
nitrogenasa se inactivan por ¢l oxigeno aun cuando legen a ser obtenidos de
un anaerobio. Debido a la estabilidad del triple enlace N=N , el N: es
extremadamente inerte y su aclivacién es un proceso que demanda mucha
energla. Deben ser transferidos seis electrones para reducir Nz a 2Ntb y
varios pasos intermedios deben visualizarse ; pero puesto que ningin
intermediario ha sido aislado en la actualidad,se acepta que (iene lugar tres
pasos sucesivos de reduccion con los intermediarios firmemente unidos a la
enzima. Fig. No. 2 . La fijacién del nitrogeno es de naturaleza muy reductora
y el proceso se inhibe por ¢l oxigeno puesto que ¢l componente 1 es inactivado
irreversiblemente por el 0: . En bacterias acrébicas, la fijacién del N: se
realiza en presemcia de 0: en las células completas,pero no en las
preparaciones enziméiticas purificadas; se piensa que la nitrogenasa dentro de
12 célula se encuentra en un microambiente protegido de 0:. Algunas bacterias
y cianobacterias capaces de crecer aerthica y anacrdbicaniente fijan al Ni
solo en condiciones de anaertbiosis. Los electrones para la reduccion de
nitrégeno son transferidos a la nitrogenasa provenientes de Ia ferrodoxina,el

acarreador de bajo potencial redox( 43,48 ).
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Fig. Nn. 2 Pasos en a fijacién de nitrdgeno
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La ferrodoxina fue descubierta inicialmente en Ias bacterias fijadoras de
nitrégeno mediante estudios sobre la naturaleza del acarreador de electrones
en la fijacion de nitrégeno y posterformente se encontré que estaba presente
tamabién en organismos que no fijan nitrégeno. En Clostridium pasteurignum ,
Ia ferrodoxina es reducida por una ruptura fosforoplistica del piruvato, y el
ATP es sintetizado al mismo tiempo. Ademas de Mix ferrodoxina reducida se
requiere de ATP para la fijacién de N: en todos los organismos estudiados.
Los requerimentos del ATP para la fijacién del nitrégeno son muy altos:
cerca de 4 a 5 ATP son degradados en ADP + Pi por cada 2 electrones
transferidos. E} ATP es necesario para disminuir el potencial de reduccién del
sistema lo suficiente como para que el N: pueda reducirse. El potencial de
reduccién del conponente IT es - 0.294 V y disminuye a - 0.402 V cuando la
enzima s¢ combina con el ATP . Los elecirones son primeramente
transferidos a ferrodoxina al comp te 11, después de lo cual el ATP se une

y disminuye ¢l potencial de reduccién. Este complejo se combina después con
el componente I, el cual se reduce y puede ahora convertir el Nz a NHbs ; sin
embargo,se desconocen los detalles de reduccién de seis electrones. Los
componentes I y IT se han purificado es de interés desde un punto de vista de

1a evalucién que el componente I de un organismo funcions con el componente

II de otro diferente. Aun do los comp tes sean obtenidos de
organismos estan emparentados muy lejanamente, €1 complcjo hibrido
mantiene algo de actividad esto puede interpretarse como que las estructuras
de los componentes no s¢ han modificado de manera importante durante 1z

evohucién( 43 ).
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4.1 FLJACION DE NITROGENO

La utilizacion del gas ( N: ) como fuente de nitnégeno se denomina fijacion de
nitrégene y es una propiedad que poscen solo algunas bacterias y
cianobacterias, son los unicos organismos capaces de llevar acabo fotosfntesis
oxigenica y fljacién de nitrégeno; muchos aunque no icdos ,son potentes
fijadores de nitrégeno. Tales organismos poseen requerimientos nutricionales
mis simples que se¢ conocen, ya que pueden crecer en un medio mineral en
presencia de tuz, utilizando C0: como fuente de carbono y N: como fuente de
nitrégeno. La coexistencia en un solo organismo de ambos pracesos,
fotosintesis oxigénica y fijacion de nitrégeno, no deja de ser una paradoja, ya
que la fijacién del nitrégeno es un proceso intrinsecamente anaertbico( 39 ).

También puede tener lugar quimicamente en la atmoésfera, aunque en un
grado muy pequeflo, mediante las descargas eléctricas, y cierta cantidad de
fijacion de nitrégeno tiene lugar en la produccion industrial de los fertilizantes
nitrogenades. Parte de la fijacién del nitrégeno también ticne lugar durante
los procesos de combustion artificial, puesto que el aire contiene 78% de N2
por unidad de peso y la combustion en el aire inevitablemente implica una
combustion a altas temperaturas de alge del N2 ( & 6xidos de nitrogeno y en
tltima instancia a nitrato ). Cerca del 85% de la fijacién del nitrégeno sobre
Ia tierra es de origen biolégico, aproximadamente ¢l 60% de la fijacion
biolégica del nitrogeno tienc lugar sobre la tierra y el otro 40% cn los océanos.
La velocidad de fijacion del nitrégeno en la naturaleza y ccosistemas agricolas

han sido e¢fectuadas mediante ¢l uso de Ia tecnica de reduccién de acetileno,



La informacién obtenida ¢s mas completa para los sistemas (errestres que
para los acusticos. En el siguiente cuadro damos a conocer los indices globales

de fijacién de nitrégeno en los diferentes tipos de sistemas( 20 ).

Cuadro. No. 3

Sistemas Unidades 10* g/ afio
Agricultura: legininosas 35

Arroz 4

Pastura 45

Otros cultivos 5

Otros habitats { por ejemplo desiertos ) 10

Con esto queda claro que cerca de Ia mitad de la fijacién biolégica del
nitragenn terrestre ¢sti en asociacién con cultivos agricolas. En el caso de las
leguminasas, la ffjacion es gracias a la simbiosis con el Rhizobium en los
nadules de la ratz. Pero en otros cultives la fijacion puede tener lugar en
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre que habitan en Ia rozosfera. Los
fndices y velocidudes de fijacién de los fijadores de nitrégene de vida parecen
ser altamente variables de un habitat a otre, por lo que las estimaciones
confiables de la fijacién bieldgica del nitrégeno de Ias no leguminasas todavia
ne estan disponibles( 20 ).
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4.2 TIPOS DE FIJACION DE NITROGENO Y CARACTYTERISTICAS

Existen dos tipos de fijacion de nitrégeno :
4.2.1 Lade tipo no bioldgico. esta consiste en l2 transformacién do nitrégeno
meolecular en una forma inorganica de los enunciados, la caracterfstica de este
procesa es la separacion de los &tomos unidos a un triple enlace ( 37).
El nitrégeno molecular puede formar complejos con metales de transicién dio
lugar a amplias investigaciones sobre la posibilidad de fijacién de nitrégeno
mediante diches complejos. Entre los sistemas investigados ¢l que cmplea
titanio ( I ) fue €l primero en dar resultados, los alcoxidos de titanio (11 )
forman complejos de dinitrégeno que entonces pueden ser reducidos entonces
con 1a subsecuente liberacién de amoniaco o de hidrazina :
TI(ORNM + 2 - » Ti(OR) + 2RO-
TI(OR)p + N2 » [TI(OR):N: ]
[TICORzN2] + 4e- > [Ti(OR)2Nz]-4
4H+ N2H« + Ti(OR )2

[Ti¢OR):2Nz2}-4

2e- [Ti(OR2N:2]-6

[Ti¢OR): N21-6 + 6H+ » 2NH: + Ti(OR):

Se descanoce la naturalezs exscta de los complejos de dinitrégeno. En ciertas
condicienes los materisles iniciales se pueden regenerar ( parcialmente ),
haciendo que la reaccidn sea catalitica, aunque sélo se dispone de unas pocos
ciclos antes que se agoten las "sustancias cataliticas ** .
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Hasta hace poco, todes los métodos para convertir los complejos de
dinitrégeno en amoniaco requerian de poderosos agentes reductores : cl
dinitrégeno dentro del complejo es casi (an poco reactive como el N:
atmosférico . Un avance importante fue el descubrimiento de que ciertos
complejos de molibdeno y de tugsteno que conticnen fosfina y dinitrégena
facilmente liberan amoninco en medios dcidos :

[ Mo Chs (thf)s ] + 3e-+ 2Nz + exceso de dfc__' { Mo (Nz )2 dfe)2] + 3Cl-
[ Mo (Nz): (dfe )z ] + 611+ » 2NH; + N:Mo v proeductos

Dande thf = tetrahidrofuranoe y dfe = 1.2 - bis ( difenilfosfina ) etano, Q:z
CH:CH: POQ2 . Ambas reacciones se llevan acabo a temperatura ambiente y
a presién atmosférica. El agente reductor es un reactivo de Grignard . Esta
secuencia de reacciones es importante por dos razones ;

1) Es un modelo de los sistcmas de nitrogenasa in vitro que parecen emplear
molibdene,

2) Suministra informacién respecto al desarrolle de catalizadores itiles para

1a fijacién industrial de nitrégena.
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4.2.2  Fijacidn bioligica

Como ya se ha mencionado antcriormente muchos microorganismos son
capaces de aprovechar ¢l nitrégeno molecular de la atmdésfera. La conversién
de este nitrégeno a compuestos nitrogenados se lama fijacion del nitrdgeno.
En este proceso estan implicados dos grupos de microorganismos( 20 ) :

a). Microarganismaos ne simbidticos , que viven libre ¢ independientemente en
el suelo.

La fijacion del nitrégeno no simbidtico se ha estudiada cxtensamente con
Clostridium pusteurianum 'y en cspecies de Azotobacter . Durante muchos
afios fuerdn las tinicas conocidas como capaces de esta actividad . El primero
es un bacilo anaerobio y el segundo son células ovales o esféricas aerobias;
ambos se¢ encuentran muy difundidos en los suelos. La capacidad para fijar
nitrégeno de las especies de Azotobucter ¢s mayor que la de Clostridium
Ppastenrianum . Sc estima que la cantidad de nitrégena fijada por el proceso no
simbiético fluctiia entre 20 y 50 Ib / acre anualmente. Esta estimacion sin
duda est& sujeta a mucha variacion,dependiendo de las condiciones peculiares
de cada terreno( 48 ).

b) . Microorganismos simbidticos , que estan en las rafces de plantas
leguminosas. Una de las relaciones simbidticas mis interesante e importante

es 1a que s¢ da entre las leguminosas y las bacterias del género Rhizobium .
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4.3 BIOQUIMICA DE LOS PROCESQS

La fijacion de nitrogeno requiere de la existencia de microorganismos, una
fuente de poder reductoruna fuente de enerzfa y un complejo enzimatico( que
incluyen una hidrogenasa y una nitrogenasa ) en la secuencia que se sefiala
continuacion :
4.3.1. Fuente de poder reductor. La fijacion de nitrégeno cs un proceso de
reduccién que necesita de la accién de sustancias reducteras como el dcido
pinivico,acido g-cetoglutarico o hidrogeno molecular. Existe un paralelismo
estrecho entre las reacciones que llevan a cabo los organisinos fotosintéticos y
aquellos fijadores de nitrégeno, por lo cual s¢ ha propuesto la hipétesis de
fotoreduccion del nitrégenv. Kl dcido pimivico puede provenir de la
fotosintésis o de la degradacion de los hidrates de carbone exégenos,
surninistrando el poder reductor ¢ 2H ) y por otra parte el acetil josfate que
sirve para la sintésis de ATV ¢

2 CH3+COO-COOH + Pi——— 2CI +2C0: + 2H
La glucusa s metabolizada por via Entner- Duodoraff y ciclo de Krebs en
R. japonicisn. . Los polioles como manitol son buena fuente de carbono. Lus
deshidrogenasas inducibles NAD poliol se producen ¢n cultivos de R._ineliloti
cunndo crecen en medigs con este compuesto - La accibén de estas enzim:ts es
axidar a D-arabinosa a D-xilulosa » D- nranitol , D-sorbitol a D-fructosa . Las
enzimas inducidas manitol fructoquinasa, una issmerasa fosfocxosa y una
glucosa-G-fosfato deshidrogenasa fuerén  detectadas con  ausencia  de
heaoquinasa( 9 ).
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La via del manitol ¢s la siguiente :

D-manitol—p D-fructosa—p D-fructosa-p—p glucasa-6-p—p 6-p-ghuconato

4.3.2 Fuente de energia.

El adenosintrifosfato ( ATP ) provicne de la reaccién del acctilfosfato para
producir acido acttico :
CH3-CO-P + ADP —p CIL-COOH + ATP

4,3.3. Complejo enzimatico.

Existe un sistema que funciona como donador de hidrogens,que incluyen una
hidrogenasa y las cnzimas catalizadoras de reacciones, ¥y un scgundo sistema
activader de N ¢s una nitrogenasa capaz de catalizar la reduccién de
nitrégeno. El hidrégeno activado por la hitrogenasa es orientade hacia la
nitrogenasa por un trasportador de hidrogeno ( principalmente ferrodoxina )
que es una proteina gue puede presentarse bajo formas moleculares reducidas
u oxidadas.
Fdox + nH -—3p Fdred

F! dinitrogeno es activade por la nitrégenasa ( Nasa ) y el complejo

nitrogenasa- N2, es reducido por l1a ferroduxina :

Fdred + Nasa + N2 ———p Fdox + NiNasared
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Via del Manitol | 43 ).

HO CH2
HC=1
i
Q-
H EH HOCH
HO- | H Foslomsnoisomerass HOCOH
H-COH 4 |
HCOH
H'fOH l
CHyOH CH,OH
D -Manosa D-Frudoga ™~
rep HO?HZ
Dlfosfatasa C=0
D -Fructosa |
HOCH
HeCOoH
e OH
HCOH Hl >
HCOH CH 20P03
Fasfoftuctoisomerasa
HOCH D-Fructosa-p ™
l 1
1HCoH
H
CHp0P02 Glucosa - B+ -
fosfafo
Glucosa - G- fosfatle  Ueshidiogenasa 6 - Fosfuylucono - delta
aclona
Haop*  NADPH
e Laclonasa 6 - Fostogluconatp

v

- H,0
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El complejo reducido acepta ATP de la reaccién fijadora de energir y se
libera amoniaco :

Nz + Nasared. + pATP - Nasa + NH: + naDP + nPi
El amoniaco formado se combina con moléculas carbonadas para dar iugar a

amino4cidos seghn las siguientes reacciones :

C‘O - COCH NH: - ('IH -COOH
CH: + Nb — P CH: + MO0
(IIH:. -COOH glutimico (|'.‘Hz - COOH
Acido deshidrogenasa acido
alfa- cetoglutirica glutimico

4. 4. ENZIMAS QUE INTERVIENEN EN LA FIJACION DE NITROGENO
4.4.1, Nitrogenasa.

El componente 1, también llamado dinitrogenasa, tiene un peso molecular de
200 - 250 kDa y contiene des itomos de molibdeno Mo, 28 - 34 atomos de
fierre Fe y de 26 a 28 puentes disulfuro ( acidos libiles ). Es un tetramere
formado por dos monomeros alfa y dos beta,con 60 kDa cada uno. Dos gencs
cadificania estructura de este componente : Gene nif K y el genc nif D.

El componente IT ( reductasa ) es un dimero de des unidades iguafes con masa
malecular 60 kDa , con un centro de transferencia de electrones formade por
4 atomos de fierro Fe, 4 puentes disulfuro . Existe un flujo de electrones desde
la reductasa a la dinitrogenasa. Esta transferencia de clectrones del
componenie IT al componente 1 esta acoplado con el proceso de hidrolisis del
Mg - ATP, que conduce a una reduccién del nitrdgeno molecutar Fig. 3. (42).
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4. 4.2, Nitrato reductasa
Esta enzima es unz molibdeno - flavoprotetna, forinada por 2 subunidades
idénticas de masa molecular de 200 KD . La enzima puede ser inactivada por
amonio, el cianuro y altas temperaturas . En los nédulos esta cnzima cataliza
fa reaccion de nitratos 4 nitritos( 47 ).
4. 4. 3. Nitrito reductasa
Esta enzima se induce cn prescencia de nitritos a nitrates. En condiciones in
vitre requiere de ferrodoxina como reductor. La accion enzilatica conduce a
ta reduccion de los nitritos a amonio( 47 ).
4. 4. 4. Glutamina sisntetasa (Gs)
a actividad de esta enzima ¢s influenciada por la presenciade Mg y Mn,y
culalizada la reaccién del glutamato a glutamina.

GS

Glutamato + N4 > glutamina

ATP ADP +Pi

—>
El amonio puede ser incorpurade a dos diferentes tipos de grupos quimicos,
El primero o constituyen las amidas que se forman por una condensacion de
amonio con un grupo carboxil - ATP y es catalizada por una glutamina
sintetasa . El segundo tipo lo canstituye ¢l grupo a - amine, que involicran una
aminacion reductiva de un oxodcide y requicre un agente reductor que
usualmente es NADH o Fd reducida. Este es muy importante para Ia
biosintésis del grupa a - amino en las rutas mctabélicas de proteina. La
Liosintésis del grupo amine puede ser llevada acabo por dos diferentes
enzimas, la glutamato-deshidrogenasa y glutamato sintetasa( 13 ).
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Glutamina sintetasa (43 )

A esta crmima también se le canoce como : L - 2 - Acido aminoglutaramico,
Destoxificacién cerebral. El cercbro destoxifica los janes smonio,
convirti¢ndolos en glutamina, El cerebro es muy rico en glutamina sintetasa,

que cataliza Ia siguiente reaccién :

(IL‘OO Ccoo
H:N-CH H:N-CH
I Ghutamina l
sintetasa
CH: + ATP+NH. '. CH: + ADP + Pi
CH: CI:
I I
0=C-0 0=C-NH:
glutamato amonio ghitamina

Otros tejidos también contienen glutaming sisntetasa, y los altos niveles de
glutamina que se encuentran cn la sangre tras la ingestién de alimentos ricos
en proteinas se pueden deber a una formna de almacenaje y transporte del
amoniaco. Granparte de Ia glutamina circulante es finalmente hidrolizada a

glutamato e iones amonio por la accién de una glutaminasa renal
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4.4.S. Gltamato sintetasa (GOGAT).

Esta enzima cataliza la formacitn de glutamato a partir de glutamina y 4cido
a - cetoglitarico ( 47 ).
GOGAT
Glutamina + a- cetoglutarico b 2 glutamato
Fdx Fdx
red. —p oxid.

La enzima nitrogenasa y glutamico deshidrogenasa se encuentran cn el
citoplasma del bacteroide, la glutamato sintetasa en la solucién del citoplasma
los primeros productos orginicos estables desde la fijacion de nitrégeno en
nddulos son ghutamato, glutamina y aspargina que constituyen el punto finul
del nitrogeno en el nédulo. Este proceso tienc como resultade la presencia de
altos nivcles de asparagina cn la sabia conducida por el xilema de varias
especies de leguminesas., La asparagina es una opcién logica para el
transporte de nitrégena debido a que tiene una alta relacion C : N y se
sintetiza relativamente relativamente ripide. La sintesis de asparagina desde
oxaloacetato usando glutamato y glutamina como donadores de nitrégeno,

involucra la accidén de dos enzimas :
Aspartato aminotransferasa
AST

Oxaloacetato + L- glutamato ——Pp L-aspartato -+ 2 - oxoglutarate
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REACCION DE LA ASPARTATO AMIMOTRANSEERASA
Y DFE LA ASPARAGINA SINTFTASA

- E: ﬁ‘ 12 Aspaisyinass HHg
P-ZN -C-CH C-COOH +4 }120 — » HOQC-CH - (‘2 CO00H NHJ
H H
L - Asparagina L. - Aspartato
2 - Aininnsuccinsmaty 2 - Aminosuccinato
NHo

|
HOOC-CH - C-COOIt + 2-Oxoglutarato
f

L - Aspartate

it
Oxaluacetatn ' HOOC CH,- CHz CH - COOH

L Glutameto



Asparagina sintetasa

L-Aspartate + L-Glutamina ——— L- asparagina + glutamato
ATP ———p AMP + Ppi
Las actividades de estas enzimas en el citoplasma del nédule de la palnta
aumenta con la fijacién de nitrégeno (13 ).
4. 5. LEGHEMOGLOBINA Y PROTEINAS DE RHIZOBIUM.

En 1939 se conoce la presencia de un pigmenta rojo en los nédulos de raices
parecido a la hemoglobina y , al igual que ésta, tiene la capacidad de
transportar oxigeno. Esta sustancia es conocida como leghemoglobina ( 1b) y
quimicamentc es una protefna monomérica con peso molecular de 15000 a
17000 daltons, que ticne como grupo prostética un grupo IX con un residuo de
acido propionico . Cuatro de fos heme- Fe son ocupados por Atomos de
nitrégeno de los nicleos tetrapirrok. La Ib es 1a hemoproteina dominante de
los nédulos efectivos de Jas raices de las leguminosas y tiene un rol critico con
el aporte de oxigeno para la actividad respiratoria del bactervide relacionado
ala fijacién de nitrégeno ( 29). Fig. No. 3,. Los bactercides poscen un sistema
respiratorio altamente eficiente en producir ATP para la accién de la
nitrogenasa,que opera solo cuando ¢l oxigeno es suplementado en forma
estabilizada y a baja concentracion ( 57 ) . En su sintesis interviene el
citoptasma de la planta huésped y ¢l bacteroide. En relacion con ¢l sitio de
sintesis del hem y la plobina,se ha sugerido que el hem es producto de sintesis

del bactervide v 1a globina de la planta huésped (30 ).

43



Flg. No. 3 Diagrona esqueméiico de ls acividad dv 1a nlirogennsa

en uny célul

n bacterisna.

0y

/

i o
.5 AMINOACIDOS
REIDOS

CITOPLASMA VEGETAL M

FOTOSINTATO———I

LEGHEMOGLOBINA—p Op

NH;

UTILIZACION BACTEROIDE
CARBOHIDRATO
!
c
—

: MgADP
|NITROGENASA l <

MgATP Hz0
—— NHjy

M| TRANSPORITE
ELECTRONES

v
N,

44



Las leghcimaoglobinas aisladas de diferentes especies de leguminosas presenitan
diferencias cn composicion y propiedades. Entre éstas se han encontrade

variaciones en su punto isvcléctrico y en composicion de aminoicidos {45 ).
Independicntemente de estas variaciones, la funcion de mayor importancia de
la leghemoglobina es transportar oxigeno a muy bajas cancentraciones hacix
¢l bacteroide ( 9 ) . La abundancia de leghemoglobina en el citoplasma
asegura su mayor flujo de Ib-oxigenada a través del citosal y esto se relaciona
en forma directa con una mayer actividad de Ia nitrogenasa. Las
disminuciones ¢n el aportc de oxigeno puede disminmuir la actividad
nitrogenasa en 10 a 20 veces ( 57 ).

La leghemoglobina s¢ encuentra dentro de las membranas peribacteroides y
Ia transferencia de oxfgeno al bacterolde se realiza directamente. Los
gradientes de presion de oxigeno son los apropiados para que tenga lugar el
ingreso por difusion facilitada, en forma similar a la pastulada por los
mitsculos { 57,29 ).

4. 6. REGULACION DE LA FIJACION DE NITROGENO.

Los tipos de regulacién que afectan la sintesis y la actividad de una enzima
son determinados por el papel que juega en el metabolisimo general. Los
organismos han desarrollado vias metabélicas y mecanismos de control que
optimizan su habilidad para lograr el méiximo beneficio del ambiente en que
se¢ encuentran . Las bacterias fijadoras de nitrégeno presentas ventajas
selectivas en aquellos ambientes que contienen muy poco material nitrogenado
disponible.
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A pesar de la utilidad potencinlidad de la enzima nitrogenasa, pocas especies
de bacterias la poscen debido a que su formacién y mantenimiento pueden no
ser viables en la mayorfa de Jos procariotes y en todes los eucariotes. Lu
fijacion de nitrégens requiere de : a) un bajo potencial reductor, b) varias
moléculas de ATP para cada molécula de NH¢ formade, €} un compleja
metaloprotefna, d) una séla forma de los metales en las protefnas ¥ ¢} un
mecatismo para profeger la nitrogenusa al dafio producide per ol oxfgene, A
causa de estos requerimientos el mantenimiento ¥ produccién de csta enzima
nitrogenasa os considerablemente costoso para una bacteria, lo cyal
contribuye a la baja incidencia de csta enzima entre los organismos vives.

El exceso de amonio en el medio inhibe 1a actividad de Ia nitrogenasa,poedria
ser causado por una inactivacion irreversible de la enzima., La presencin de
amonio cjerce un alto grado de represion sobre Ia sintesis de nitrogenasa.
Trabajos realizados con precursores de amonio,como ure: y nitratos,en
concentraciones de 1 mg/ml condujerén a una inhibicién completa de la
nitrogenasa . Otras fuentes nitrogenadas como aspartato, glutamato y
aspargina también inhiben a la enzima nitrogenasa por el catabulismo de éstos

con produccién de NHs ( 15 ).
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4.7. FISIOLOGIA DEL PROCESO.

Las bacterias del genero Risizodiim son habitantes naturales del suele que
infectan las rafces de ciertas leguminosas. Al llevarse acabo esta infeccién,se
desarrollan nnas estructuras denominadas nédulos, donde las bacterias se
dividen y fijan nitrégeno. La especie a la que pertenece un cicrto Rhizobium
se define por fa especie de la planta que nodula y ¢n la quc es capaz de fijar
nitrégeno; asi pues, Iz bacteria que se asocia con el guisante se conoce camo
Rhizobium legumingsarum y , 1a que lo hace con trébol , Rhizobium trifofii ,
etcétera,

El nddulo estd formado por tejidos de la planta. Algunas de las células que lo
cunstifuyen contienen bacterias englobadas en membranas dentro de su
citoplasma ; estas bacterias atraviesan un proceso de diferenciacién y es
precisamente 1a forma diferenciada ( bacteroide ) la que fija el nitrégeno. El
bacteroide es mayor que 1a bacteria, posce una forma irregular y se muestra
més sensible a cambios de presién osmética. Kl nédule biene a ser, pues, un
6rgane producto de la simblosis,encargade de la fijacién de nitrégeno y 1a
asimilacién de este elemento. A los nédulos UHegan carbohidratos producta de
1a fotosintesis; de ellos se exporta a las estructuras superiores de Ia planta el
nitrogeno fijado por ¢l bacteroide y transformado en e citoplasma de Ia célula
vegetal en compucstos orgéinicos nitrogenados como aminoscides o derivados
de bases nitrogenadas. De este modo, el nitrégeno requerido para el
crecimiento de la planta lo aporta la bacteria; la leguminesa proporcions Iu
energia necesaria para la actividad de la nitrogenasa y para el mantenimienta

del nddula ( 51, 53),
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4,7 .1. Proceso de nodulacién

Los fembmenos observados durante el procese de nodulacién son los
sigutientes:

1) invacion de los pelos absorbentes de 1a rafz

2) avance del hilo de infeccion

3) diferenciacion de la bacteria y de las células que integran el nodulo

4} fijacion de nitrégeno, induccion de las enzimas de asimilacién y
distribucion de amonio{ 51 ). Fig. No. 4

EI proceso de infeccién se inicia con la colonizacién y penetracién de bacterias
de Rhizobium_en los pelos absorbentes de la rafz de la planta. En el momento
inicia! de la colonizacion bacteriana se establece la suceptibilidad de Ja planta
y cuales de las cepas de Rhigobiion  presentes en el suclo serdn
competitivamente superiores para invadir y establecer Ia simbijosis( 53 ). La
motilidad de la bacteria puede tener incidencia en el grado de colonizacion de
las raices por una cepa especifica, aunque algunos trabajos no han encontrado
difercncias entrc cepas maviles y no méviles {( mutantes Tn 5- inducidas, no
moéviles) en efectividad de nodulacion y fijacién de nitrégeno (5,24 ).

El inicio de la infeccitn radical es facilitado por la produccién de
poligalacturonasas por la bacteria, que degradan los enlaces a - I/ -
glucosidicos de las pectinas v conducen a unza pérdida en la estructura de las
paredes cclulares de los pelos radicales, permitiendo el ingrese del filamento
de infeccién ( 45 ). En forma paralela, el pelo absorbente infectado presenta

una deformacion o enrollamicnto en respuesta a la influencia de auxinas,
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Fig.No. 4 Estsdios en la formadtn de un nidulo radical
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O de reguladores del crecimiento generados por 1a bacteria. Entre estos
Gltimos, uno de los mas estidiades es el Acido indolacético que tiene efectos
hipertréficos en la rafz del vegetal e induce los cambios morfolagicos
caracterfsticos del proceso de nodulacion ( 58 ). Las paredes del pelo se
invaginan desarrollando una cstructura de infeccion en forma de tubo
interior. El filamento de infeccion inicial asemefa una hifa estrecha ¥
posteriormente se ramifica desarrallando el aspecte caracteristico del nodulo.
La estructura e infeccion s rodeada pur una pared de celulosa sintetizada
por la planta huesped cn respuesta 2 la infeccién. Las bacterias son liberadas
en ¢l citoplasma del simbionte, encerradas por Ia membrana sisntetizada por
¢l huesped,donde se multiplican entre 4 y 6 veces de 1a cantidad original (3 ).
La estructura final consiste de un corazén central conteniendo las bacterias de
Rhizobium_y un arca cortical asociado al sistema vascular de la planta (54 ),

Posterivrmente, 1a bacteria que ocupa el citoplasma vegetal asume una
morfologia particular Nlamada bacteroide. La mayoria de los nddulos
contienen una séla cepa de bacterias, aunque pueden ser infectadas por una o
m4s de los tres géneros ( colectivamente conocidos come rizabios } Rhizoblum,
Bradyrhizobium, Azorhizobiym ( 53 ). En los nédulos formados se produce
acido giberélico que tendra efectos inhibitorios y controlara el desarrollo de
los nuevos nodules ( 45 ). E} establecimiento de la simbiosis conduce a la
produccion de los componentes especificos del nddulo, tales como
leghemoglobina producida en el citoplasma de la planta y la nitrogenasa

sintetizzada por el bacteroide (57 ).
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Como se mencioné anteriormente,cada cspecie de ZRhiizobisun  pucde
establecer una relacién simbidtica solo son ciertas especies de leguminasas.
Bohlool ¥ Schmidt (12 establecen 1a existencia de una correlicion entre la
unién de las lectinas de las plantas a receptores de superficie de Rhigobivun ¥
Ia existencia de esta especificidad. Las lectinas son protelnas que se unen a
estructuras bacteriunas superficiales de carbehidrates . En Rhizobium  spp
tas receptores saciridos interactian en forma especifica con lus lectinas de las
plantas ¥ ta naturaleza bioquimica de  &stoy  es  imporaante cn el
establecimicnto de la relacion. Eaiste una gran  wvariedad  de polisacaridoes
pruducidos por las bacterias: heteropolisacaridos acidicos, glucanas aseciados
a la pared, B - 1,2-glucanos y B - 1,4 - glucanos, que actian como receptores.
Esta unién entre lus lectinas de las plantas v carbohidratos de la superficie de
las bacterias determina las leguminosas que pueden ser nuduladas ( 3, 33 ).
Por otra parte, la antigenicidad de las diferentes cepas de Rhigobiwm  se
expresit par la presencia de lipopolisacarides ( LP'S ), exopolisacaridos ( EPS)
y polisacaridos capsulares ( CPS ), relacionandose ¢n forma direcia con el
establecimiento de Ia simbiosis ¥ la formacién de nédulos efectivos ( 3, 23, 33
). Sin embargo, algunas cepas de Rhigobinn fredii con mutaciones deficientes
en EPS y glucanos neutros fuerén capaces de producir algunos nédules
cficientes en glicina maxima, indicando que ni el S ni los glucanos neutros
son esenciales para la induccion de determinados nddulos por este caso

particular ( 2234 ).
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La interaccion entre las lectinas y los receptores del micreorganisme pucde
variar eatre una y otra fase de cracimiente de la bacteria. Por otra parte,
existen evidencias que indican quc la sintesis y/o madificaciones del receptor
de ia lectina en el Rhizobism_puede ser afectado por el ambicate de 1a raiz del
huesped ( 36 ). La relacion simbi6tica entre micreorganismo y planta puede
ser alterada por factores ambicmtales como la pérdida de nutrientes,
compctencia microbiana, saturacion de oxigeno, pH, desecacion, temperatura
y salinidad del suelo ( 47, 8 ). El efecto del pH es importante cn el
establecimiento de la capacidad de competencia por los sitios de nedulacién
Estudios rcalizedos en phaseoln.  vulgaris variando ¢l pH hacia 1a acidez (
pHE= 6.0 a 4.5 ), usando cepas acido tolerantes y acido semsibles,
demostrarén 1a mayor suceptibilidad de algunas biovariedades ( 54 ). La
restriccion a 1a nodulacién en tréboles a pH  bajo fueron detectados al
agregar sales alcalinizantes en los perfiles superiores del suclo,cuyos efectos
condujerdén a la proliferacién en niimero y tamafio de nddulos efectivos( 49 ).
Ei contenido de humedad del suelo tiene efectos sobre las bacterias de
Rhizobium  inoculadas, mejorando la sobrevivencia en suelos con baja
humedad (43 ). La sobrevida de indculos también es afectada por Ia accién
de antibi6ticos o ia predacion por otros microorganismos ( 1 ). La utilizacion
de fertilizantes nitrogenados en altas o bajas concentraciones pueden alterar
tanty la infeccion comno la simbiosis, lo cual sc reﬂejg en una mener

produccion de nédulos y materia verde por la planta,



+. 7. 2. Control genético para la nodulacion

La Informacion genética contenida en los diferentes cepas de Rhizobium
controlan ¢l proceso de nodulacion, En las cepas de crecimicnto rapido, Ia
informacion genética es codificada cn plasmidos; micntras que en las de
crecimiento lento la mayorfa de Jos genes asociados con la nodulacién se
foealizan ¢n los cromosomas del nicleo ( 81 ). Un plasmido simbidtico ( Sym)
ha sido definido como ¢l que determina la especifidad con una leguminesa
para la nodulacién ( reconocimicnto, infeccién, nedulacion y fijacion de
nitrégeno) ¥ conticne genes estructurales para la produccion de la enzima
nitrogenasa  genes aif ). Estos plismidos participan muy frecuentemente en
evenios de recombinacion, lo cual permite que la bacteria se adapte
rapidamente a una seri¢ de cambius que puedan ocurrir ¢n ¢! ambiente, por
medio de una generacion de nuevas funciones . En México s¢ han logrado
aislamicntos de cepas de Rhizobium  phaseoli simbicticamente inestables 2
causa de rearrvglos genéticos, que condujerdn a un cambio en Ia estructura
del plasmido Sy ¥ concomitantemente una modificacion en la informacion
transportada (52 ).

En otras cepas de crecimicnto rapide ( R, leguninosarum | R rifolii |y R,
meliloti ) la regulacion de los plasmidos Sy se localiza en los genes nod
iin general , Ia bacteria requicre de la presencia de genes para la nodulacion (
nod) y para la especificidad de huésped ( /isn ). Originalmente Ia designacién
nod fuc sugerida para los genes hsn . En aquellas especies de crecimiento

riapidonod y hsu . ( 54).



En aquellas especies de crecimiento ripido nod y Asn son genes unidos, con
relacién cercana a los necesarios para la fijacion de nitrégeno ( fix) y la
produccién de la enzima nitrogenasa ( #if') ( 53 ). Dentro de los genes de
nodulacitn ( z20d ) en el plasmido Sym se hab identificado una serie de genes
denominades #odA , nod B , nodC , nodD , ned I, y nod J , mientras que
parz la especificidad  de lmésped se describen nodE , y nodF, El plismido
Sym en Rhizobisn meliloti contiene 3 genes nodD , dos de los cuales nodD1
y nodD2 son requeridos para una eficiente nodulacién de Ia planta huésped
( S1). Los plasmidos san megaplasmidos , y en Ia mayoria de los casos
disponen de m4as de un plasmido , pudiendo presentar hasta siete. Algunos
plismidos contienen genes que codifican para la entrada de hidrégeno (hup ),

otros determinan la produccion de bacteriocina ( mep ) y su represion ( rsp ),
¥ para la produccion melanina ( mel) (53 ).

El complejo nitrogenasa rizobial produce hidrégens en una reacclén ATP
dependiente , la cual es mediada por una pérdida de energia. Las cepas de
Rhizobium con un sistema de activacién de hidrogenasa ( hup ) pueden
reciclar parcialmente ¢l ATP . Tales cepas son mis eficientes en la fijacion de
nitrégeno ( 53 ). Existen evidencias de que varios genes en las plantas
controlan ¢l desarrollo de nddulos efectivos en la rafz . El analisis del RNAm
aislado de nédulos de raices, ha demostrado Iz presencia de diferentes clases
de RNAms especificos, que no han side aislados en tejidos de raices
infectadas. Lo anterior indica lax induccién y expresién dec gencs nodulares
especifices, que codifican Ia produccitn de proteinas especificas denomingdas

nodulinas que intervienen cn el proceso de nodulacidn,



La expresién de los genes de leghemoglobina ( Ib ) son esencisles para la
fijacién de nitrégesto en los nédulos, puesto que esta sustancia provee un
balance en la distribuci6n de oxfgeno entre los bacteroides y el citoplasma de
Ias plantas (11 ).
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5. DISCUSION

Existen en la atmosfera terrestre una scrie de elementos como lo son: (
nitrégeno, carbono, oxigeno e hidrégeno ), tales elementos son de suma

importancia desde el punto de vista biol6gico, El nitrégeno es ¢l componente

T

que existe en mayor a ia en la atmésfera y el constituyente mais
impartante en las protefnas y &cidos nucleicos.

Dentro de sus propicdades el nitrégeno es quimicamente inerte, por dicha
razon los unicos organismos capaces de utilizarlo dircctamente como
compuesto nitrogenado son las bacterias fijadoras de nitrogeno. Los demis
seres vivos dependen del metabolismo de estos microorganismos para obtener
su fuente de nitrogenc. Dichas bacterias asimilan el nitrégeno molecular por
medio de la enzima nifrogenasa , proteina que cataliza la conversién de
nitrégeno en amonio hidrolizando adenosin trifosfato { ATP ).

En el proceso de fijacion de nitrogeno estan implicados dos grupos de
microorganismos:

a). Microorganismos simbi6ticos, estan en [as raices de plantas leguminosas
b). Microorganismos no simbiéticos, viven libre o independientemente en el
suelo.

El microorganismo que tienc mas importancia para el estudio de la fijacién de
nitrégeno cs el RAhizobium y sus diferentes especies, ya que a partir de estos
microorganismos se pueden fabricar fertilizantes biolégicos utilizados en la

agricultura.



Haciendo una comparacitn entre Ias moléculas que intervienen en el proceso
de fijacion del nitrégeno y la funcién que desempeita estas en las plantas y
seres humanos. Nos damos cuenta de que cxiste una similitud en cuanto a
funcionalidad y composicion, tal es ¢l caso de la leghemoglobina ( en plantas )
y hemoglebina ( en ¢l hwnano ), su composicibn es similar y ambas

transportan oxigeno,
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6. CONCLUSIONES

Dysde el punfe de vista biolégice el nitrégeno atmosférico os de vital
importancia por diversas razonces :

- Es necesario para Ia biosintésis de aminoécidos , purinas y pirimidinas

- Es un paso muy importante en el ciclo del nitrégeno.

- Dicha elemento es aiprovechable en la nutricion de las plantas

- Los microorganismos pucden entrar en diversas relaciones beneficiosas con

1te casuales ,

los organismos superiores. Algunas de cstas relaciones son bas
micntras que otras son altamente especificas.

Por altimo terminaremos diciendo que en México se realizan v publican
estudios sobre hacterins fijndoras de nitrépeno del géners Rhizobium . En
instituciones de Ia UNADM |y el centro de investigaciones de fijacion del

nitrogeno, ubicado en Cuemavaca Morclos .
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ABREVIATURAS

Acil - CoA Derivado acilo de la coenzima A

1}
1]
CoA.8-C- CH3 Acetil - CoA , "acetato activado”.

forma en Ia que el acetato es acti-
vado por combinacién con Iz CoA
para participar ¢n diversas reacci-

ones.

ADP Adenosinfosfato

ATP Adenosintrifosfato

FAD Flavina adenindinucléatide ( oxi ).

FADH: Flavina adenindinucléotido ( red ).

NAD Nicotinamida adenindinucltotido ( oxi).

NADH Nicotinamida adenindinucléotido ( red. ).

NADP Fosfato de nicatimamida adenindinucléotido ( oxi. ).
NADPH Fosfato de nicotinamida adenindinuclé¢otido ( red. )
Pi fosfato inorgénico ( ortofosfato ).
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