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INTRODUCCION. 

El nitrógeno (N2 ) es el elemento más abundante en la 
atmósfera terrestre, representa el 80% de los gases que la 
forman; sin embargo las plantas y los animales son incapaces de 
utilizarlo para crecer ; sólo las bacterias fijadoras de nitrógeno 
l o usan, reduciéndolo a NH 3 , aumentando de esta manera la can
tidad de formas nitrogenadas útiles en la biósfera. A la 
conversión de N2 en NH 3 por los seres vivos se le denomina 
fi jación biológica de nitrógeno. 

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

Debido a su escasez, el nitrógeno disponible en el suelo 
para ser utilizado por las 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 
producción de fertilizantes requiere un gasto muy grande de 
energía (altas temperaturas y altas presiones) y un procesado 
costoso (transporte, almacenamiento y aplicación); esto ha dado 
como consecuencia que se concentre la atención en el estudio de 
la fijación biológica de nitrógeno como una alternativa para el 
incremento y mejoramiento de la producción agrícola. 

La sustitución de fertilizantes nitrogenados por fijación 
biológica de nitrógeno se ha visto limitada por la poca eficien
cia de fijación de nitrógeno de algunas cepas empleadas como in
oculantes además que las cepas endógenas son en general más 
capaces, de competir con las cepas inoculadas por la planta (1). 

RESPIRACION BACTERIANA: 
La función principal de la respiracion bacteriana es la 

translocación de protones hacia el exterior de la membrana 
plasmática, para generar una fuerza motil de protones que es 
ut ilizada en la síntesis de ATP. Diferentes especies bacterianas 
pueden utilizar o2 y otros compuestos como último aceptor de 
electrones (eq N03 ). Aquí se revisarán las cadenas respiratorias 
que utilizan o2 como último aceptor. 

La cadena respiratoria bacteriana está formada por 
diferentes componentes que asemejan la composición de la cadena 
respiratoria mitocondrial (2, 3). Estos incluyen, deshidrogenasa 
de NADH, deshidroyenasa de succinato, proteínas fierro azufre, 
quinonas y citocromos del tipo a, b, e, d, y o. A difrencia de 
la cadena respiratoria mitocondrial, en la mayoría de las bac
terias existen más de un citocromo oxidasa terminal (2, 3) . Se 
han distinguido 4 diferentes tipos de citocromos con capacidad de 
reaccionar y reducir o 2 : estas son citocromo aa3 , citocromo o, 
citocromo d y citocromo a 1 (3). 

Recientemente se propuso que estos citocromos oxidasas ter~ 
minales pueden formar parte de cuatro tipos de cadenas 
respiratorias que se distinguen por la composición de citocromos 
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y por el lugar donde se bifurca la ~adena respiratoria (2). El 
primer tipo de cadena los ci tocromos terminales oxidan a 
citocromos tipo e y las oxidasas terminales tienen grupos hemo 
del tipo a (aa3 , a 1 ), tipo lA y hemo tipo b (citocromo o) tipo 
lB. En este tipo de cadenas se encuentra un complejo de 
citocromos b/c 1 , homólogo al encontrado en mitocondría el cual 
reduce al citocromo e (2) . El complejo b/c 1 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 e (2). Como ejemplos de citocromos o que 
oxidan a citocromos tipo e se encuentran los de Rhodopseudomonas 
palustris, Azotobacter vinelandii y Pseudomonas aeruqinosa (7, 8, 
9) • 

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

1) citocromos aa3 

Estas oxidasas son las más parecidas a la oxidasa 
mitocondrial, sin embargo se distinguen por una composición de 
subunidades más simple y por estar asociados a citocromos e o c 1 
(3). Este citocromo oxidasa se presenta en la mayoría de los 
diferentes grupos fisiológicos bacterianos (12) y generalmente se 
encuentra con citocromo o como oxidasa terminal alterna. El 
citocromo aa3 es reemplasado por citocromo o cuando se cultivan 
las bacterias en bajas tensiones de o2 ( 13, 14, 89) . El 
citocromo aa3 se ha purificado de diferentes especies bacterianas 
y se ha reportado que esta formado por 2 ó 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 3 de la bacteria termofílica PS3 son homólogas a la enzima 
mitocondrial (15), al igual que la enzima de Paracocus 
denitrificans (16, 17). La absorción característica de los 
grupos hemos tipo a dá una absorción 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 unir 
ligandos. Citocromo a 3 une, en su forma reducida co, cianuro, y 
otros ligandos. El citocromo a no une estos ligandos (18). El 
citocromo aa3 contiene 2 o 3 átomos de cobre que son importantes 
para la reducción del o (2). La enzima tiene una Km por 
oxígeno, 4 a 8 µM (ver il) lo que la distingue como la oxidasa 
terminal bacteriana con menor afinidad por o 2 . 

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

En Paracocus denitrificans se aisló un gene cuya secuencia 
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nucleotídica es homóloga al gene que codifica para la subunidad 
II mitoaondrial (17). Un segundo gene que se encuentra 1.5 Kb 
río abajo del gene de la subunidad II, ha sido descrito con alta 
homología al gene de la subunidad III de la oxidasa mitocondrial 
(22) . 

2) Citocromo o: 

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

El ci tocromo o es una proteína membranal que ha sido 
purificada recientemente (3). Está formado por 2 ó 4 sub
unidades, y se puede encontrar otro grupo hemo b o hemo e 
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 e 
(2) • 

En Escherichia coli se reportó la presencia de cobre en el 
citocromo o (10) al igual que en la bacteria PS3 (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 reducción del o2 
(2) • 

El citocromo o reducido tiene una absorción característica 
típica de citocromos b (picos 430 y 560 nm), por lo que su 
identificación espectofotométrica requiere el identificarlo por 
su capacidad de reaccionar con co ( 3) . Espectros de 
preparaciones reducidas más co muestran señales caracterízticas a 
417 y valles a 430 y 560 nm. 

Evidencia directa que el citocromo o reacciona con o2 se ha 
obtenido a través de la fotolisis del complejo formado .Pºr la 
oxidasa y co, en presencia de o2 a temperaturas abajo de o c. En 
E. coli (25), Vitroecilla (26) y Acetobacter pasteurianum (27) se 
demostró que el espectro diferencial después de la fotolisis es 
el inverso del espectrodiferencial de monóxido de carbono. En 
presencia de o2 se forma un complejo de o2 con el citocromo el 
cual no es fotodisociable. 

En diferentes especies bacterianas se han reportado que el 
citocromo o tiene una Km por o2 de 1-8 a 6.5 µM (3), sin embargo 
se han reportado Km menores, al µM en Escherichia coli (28), 
Salmonella typhimurium (29) y Beneckea natriaqens (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 
demostró que la oxidación de quinol (donador de hidrógeno) in
volucra la liberación 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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translocación vectorial de protones, sino que genera un gradiente 
de pH a través de reacciones que 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 dexcribió el aislamiento de una mutante que 
carece de citocromo o. Esta mutante se aisló a partir de una 
cepa citocromo d- (33). La doble mutante cito- cit d- es in
capaz de utilizar succinato en aerobiosis, sin embargo puede 
utilizar N03 como aceptar de electrones (33). 

3) citocromo d: 

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

En cuanto a su regulación se ha reportado que el citocromo d 
se expresa en condiciones de limitación de o 2 (14, 35), sin em
bargo esta es sólo una de las condiciones donde se induce la 
expresión de citocromo d. Otras condiciones donde se expresa el 
ci tocromo d son en la fase estacionaria de crecimiento, 
crecimiento en anaerobiosis, crecimiento en presencia de cianuro 
y en condiciones de limitación de cobre (35). 

Un complejo enzimático que contiene la oxidasa d se purificó 
de E. coli y Photobacterium phosphoreum (36, 37). En estas dos 
bacterias se encontró que el complejo está formado por dos sub
unidades de diferente peso molecular. Espectros de preparaciones 
reducidas menos oxidasas muestran la presencia de hemos tipo b, 
tipo d (8) y citocromo a (3, 36, 37). El hemo d es capaz de 
unir co (38, 39). La oxiaasa purificada no tiene cobre (36, 37, 
39, 40). La oxidación de quinol por citocromo d se inhibe con 
concentraciones de cianuro y az ída mucho mayores que las 
requeridas para inibir la oxidación de quinol por citocromo o 
(36, 37). 

Utilizando anticuerpos y genéticamente se pudo demostrar que 
la subunidad I contiene al citocromo b 558 y la subunidad II a 
los citocromos d y a 1 (40, 41). 

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

El citocromo d reacciona con o 2 y CO y presenta una Km por 
O;z que va de 0.024 a .39 µM (42, 43), lo que distingue a este 
citocromo como la oxidasa bacteriana con mayor afinidad por o2 
(3). En Acetobacter pasteurianus se demostró por experimentos de 
fotodisociación que el citocromo a 1 y b 558 participan en la 
reducción de citocromo d (27). 

El citocromo d de E. coli (43) se ha reconstituído en 
proteoliposomas y se demostró 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 análoga al producido por el 
citocromo o (43). 

En E. coli se reportó el aislamiento de mutantes incapaces 
de oxidar el colorante TMPD (44). Una de estas mutantes carece 
de citocromos d, bs.ss• a 1 y de las dos subunidades (45). 

La alta sensil:lil idad de esta mutante por CN y Azida de Na 
permitó aislar más mutantes por su sensibilidad a azida (45). 
Esta mutantes muestra~ lesiones en dos diferentes grupos de 
complementación cydA y cydB ( 45) . Posteriormente se aislaron 
genes que complementan estas mutantes y se identificaron como los 
genes estructurales de citocromo d (46) . 

citocromo a 1 . 

Los estudios originales de la composicion de citocromos de 
la bacteria Aacetobacter pasteriánum mostró una banda de 
abosrción a 589 nm que desaparecía al agitar los últimos cultivos 
(47). La absorbancia a 589 nm era suficiéntemente lajana a la de 
aa3 (600 nm) lo que permitió distinguir estos pigmentos (3). Pos
teriormente se ha designado citocromo a 1 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 demostró que el citocromo a 1 tiene 
un hemo tipo b y pudiera ser una hidroperoxidasa (3). 

En otras especies bacterianas se demostró la participación 
del citocromo a 1 , como oxidasa con experimentos de 
fotodisociación y unión de o 2 (3). En el caso de T. ferroxidans 
la enzima parece involucrar a cobre con reducción del o 2 (48). 

FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO: 

El género Rhizobia incluye a las bacterias gram negativas 
habitantes normales del suelo, que interactuan con las raíces de 
las leguminosas para formar nódulos en los que se lleva a cabo la 
fijación de nitrógeno. Para que se forme un nódulo es necesario 
que exista un reconocimiento específico entre la bacteria y la 
planta, y que Rhizobium penetre por los pelos radiculares hasta 
la corteza de la raíz, donde pasa a través de la pared celular y 
quedan englobado en vesículas membranosas dentro del citoplasma 
(49). En la formación de un nódulo existe una marcada 
proliferación de l~s células de la corteza radicular y un proceso 
de diferenciación de ambos participantes; Rhizobium generalmente 
sufre cambios morfológicos y metabólicos. A esta forma 
diferenciada se conoce como bacteroide el cual llevará a cabo la 
fijación del nitrógeno atmosférico. 

Durante la simbiosis entre Rhizobium y la planta, esta 
última provee a los bacteroides de substratos de carbono para 
garantizar el poder reductor y energético necesarios para la 
fijación de nitrógeno; a la vez la planta requiere de esqueletos 
de carbono y poder energético para la asimilación de amonio 
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fijado por los bacteroides. Es necesario identificar los 
esqueletos de carbono que ocupan los bacteroides para poder en
tender cómo el metabolismo de carbono de la planta y el de 
Rhizobium se coordinan, además de poder identificar las rutas 
metabólicas que intervienen en la oxidación de estos sustratos 
con el fin de poder establecer estrategias que permitan selec
c ionar mutantes más eficientes en estos procesos. En diferentes 
especies de Rhizobium se ha identificado a los ácidos 
dicarboxílicos (succinato, malato, etc.) como los esqueletos de 
carbono que metabolizan los bacteroides. La evidencia que 
sugiere ésto se ha obtenido a través del estudio de la 
utilización de diferentes fuentes de carbono por bacteroides ais
lados. De ésta manera se reportó que bacteroides de 
Bradyrhizobium japonicum transportan ácidos dicarboxílicos por un 
mecanismo activo y que tienen un sistema de transporte para car
bohidratos lento y pasivo (50). Este mismo tipo de evidencia se 
reportó para especies de Rhizobium de crecimiento rápido (51, 
52). 

Otro enfoque experimental que sugiere la utilización de los 
ácidos dicarboxílicos como fuente de carbono por los bacteroides 
ha sido el aislamiento de mutantes afectadas en la utilización de 
diferentes fuentes de carbono y su caracterización en cuanto a 
sus capacidades simbióticas (nodulación, y fijación de 
nitrógeno). De esta manera se reportó el aislamiento de mutantes 
de Rhizobium leguminosarum que carecen de la actividad de 
glucocinasa, fructocinasa y piruvato deshidrogenasa, las cuales 
no pueden utilizar azúcares como fuente de carbono y sin embargo 
no se ven afectadas en su capacidad de fijar nitrógeno (53). Por 
el contrario, mutantes de Rhizobium leguminosarum que no 
transportan succinato nodulan pero no fijan nitrógeno (54). Otro 
tipo de mutantes que sugiere la utilización de succinato 
son las que carecen de la deshidrogenasa succínica en Rhizobium 
meliloti, las cuales son incapaces de fijar nitrógeno (55). 

SENSIBILIDAD DE LA NITROGENASA A o2 • 
La nitrogenasa es la enzima que cataliza la reducción de N2 

a NH 3 . Está formada por dos componentes (56) . El componente I o 
proteína Fe-Mo, tiene un peso molecular de 200,000 daltones; está 
formada por dos tipos de polipéptidos que forman un tetrámero. 
Este componente contiene uno o dos átomos de molibdeno y otros 
veinte a treinta átomos de fierro (Fig. 1). 

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

La proteína II es reducida por algún 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 interacción con el componente I y la 
transferencia de un par de electrones a éste componente este 
proceso está ligado a la hidrólisis de ATP. La proteína I 
reducida cataliza la reducción del N . Así la reducción de 
nitrógeno molecular se lleva a cabo danJo como productos NH 3 y H2 
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(57). Los dos componentes de la n itrogenasa son sensibles a l o2 
(58). El c omponente II es más sensible que el componente I. El 
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 o2 de la nitrogenasa, la 
capacidad de fijar nitrógeno se ha encontrado en microorganismos 
que son aer obios estrictos (59). Esto implica el desarrollo de 
diferentes estrategias que pe rmit en la protecc ió n de la 
nitrogenasa del o2 (58). 

PROTECCION DE LA NITROGENASA DEL O~ DURANTE LA FIJACION SIM
BIOTICA DE NITROGENO. 

La regulación de abastecimiento de o2 dentro del nódulo es 
de vital i mportancia para la fijación simbiótica de nitrógeno, ya 
que los bacteroides requieren un flujo alto de o2 para la 
síntesis de ATP pero a su vez la nitrogenasa, como se mencionó 
previamente, es inactivada irreversiblemente por altas tensiones 
de o 2 . 

1) Leghemoglobina. 

Las células infectadas del nódulo contienen una hemoproteína 
( leghemoglobina ) que une o2 de manera reversible con al ta 
afinidad (60). Esta proteína tiene una alta homología a nivel de 
la secuencia de l DNA con otras globinas de origen animal (61). 
Esta proteína se ha relacionado con el transporte de o2 a los 
bacteroides, ya que no se encuentra en células no infectadas 
( 62) . Se ha propuesto que la leghemoglobina funciona como un 
transportado r muy eficiente de o2 que a la vez mantiene una 
tensión muy baja de o 2 libre (63). 

La leghemoglobina es producto de la simbiosis, ya que se ha 
demostra do que el grupo hemo es sintetizado por la bacteria y la 
apoproteína por la planta (64, 65, 66}. 

El papel de la leghemoglobina en el transporte de o2 a los 
bacteroides fue sugerido por experimentos que demostraron que los 
bacteroides aislaáos de R. leqyminosarum presentan una actividad 
óptima de fijación de nitrógeno a tensiones de oxígeno menores en 
presencia de leghemoglobina (67). Sin embargo, el papel de esta 
proteína en la protección de la ni trogenasa depende de su 
localización intracelular, ya que se requiere su presencia en el 
espacio peribacteroidal para bajar la tensión de o 2 a la que está 
expuesta la nitrogenasa (60). A este respecto se reportó que en 
nódulos 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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está compartimentalizada en el espacio peribacteroidal en nódulos 
de Soya (69). 

2) Barrera de la difusión de o2 • 

La existencia de una barrera a la difusión de o2 en el inte
rior del nódulo se ha demostrado utilizando microelectrodos de 
o2 , con los cuales se demostró que la concentración interna de o2 
se regula en respuesta a cambios a la concentración externa de 
o2 (70), sin que ocurran cambios en la respiración (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) Protección Respiratoria . 

Este mecanismo de protección de la nitrogenasa del o2 se 
reportó inicialmente en Azotobacter vinelandii, una bacteria 
fijadora de nitrógeno; se propuso cuando se reportó que A_,_ 
vinelandii consume más carbono del que se requiere para satis
facer sus requerimientos energéticos y de crecimiento cuando se 
cultiva en tensiones altas de o2 y en ausencia de nitrógeno (74). 
Posteriormente se reportó que cuando Azotobacter vinelandii se 
cultiva en estas condiciones su capacidad respiratoria aumenta de 
manera considerable (75) y este aumento en respiración no está 
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, Q4 , Q5 , C-551, y las oxidasas terminales a 1 , d y o ( 77, 
78). ""La ¡ftotección respiratoria de la nitrogenasa se lleva a 
cabo por un aumento en la respiración que se ve acompañada de un 
aumento de la actividad de la deshidrogenasa de NADH y de los 
niveles de citocromo d (79). 

En diferentes especies de Rhizobium existen evidencias que 
sugieren la existencia de protección respiratoria. Los bac
teroides de Bradhyrhizobium iaponicum tienen dos sistemas de 
oxidasas de diferente afinidad por el o2 , pero sólo el de alta 
afinidad parece estar acoplado eficientemente a la producción de 
ATP (80). Por otra parte, Rhizobium spp, el cual es capaz de 
fijar nitrógeno en vida libre, aumenta su respiración en ten
siones altas de o2 (80). Con base en 'estos resultados se propuso 
que el sistema de oxidasas de baja afinidad puede funcionar como 
un sistema de protección similar al reportado para Azotobacter 
(80) . 

Otras evidencias que sugieren la existencia de protección 
respiratoria en Rhizobium son: Los bacteroides aislados de plan
tas de Siratro aumentan su respiración y actividad de nitrogenasa 
en presencia de citosol de nódulos (81). Este efecto no se debe 
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a leqhemoqlobina sino a la presencia de ciertos substratos 
respirables (e.q. Ascorbato) (81). Azorhizobium caulinodans es 
capaz de fijar nitrógeno en vida libre y tiene la capacidad de 
inducir su capacidad respiratoria al aumentar la tensión de o2 , 
manteniendo una concentración de o2 libre baja (82). 

LA CADENA RESPIRATORIA DE Rhizobium. 

1) La Cadena respiratoria en vida libre. 

La composición de citocromos de la cadena respiratoria de 
Rhizobium cuando se cultiva en condiciones aeróbicas se ha 
reportado para diferentes especies. Bradyrbizobium japonicum, 
Rhizobium leguminosarum. y Rhizobium trifolii expresan citocromos 
tipo b, citocromos tipo e y cuando menos dos citocromo oxidasas: 
citocromo o y citocromo aa3 (83, 84, 85). En Bradyrhizobium 
iaponicum las oxidasas terminales o y aa 3 se identificaron por 
espectros de fotodisociación (83). 

En otra especie, Azorhizobium. caulinodans, se reportó que la 
composición de citicromos no incluye a la oxidasa terminal o 
(86). Esta bacteria presenta citocromo aa3 como oxidasa terminal 
y probablemente también al citocromo d (86). En Rhizobium tri
folii también se ha sugerido la expresión de la oxidasa terminal 
den ciertas condiciones de cultivo (87). En un estudio muy ex
tenso se reportó la composición de citocromos de 22 cepas per
tenecientes a diferentes Rhizobiums de crecimiento rápido y 
crecimiento lento. Todas las cepas presentaron citocromos tipo 
b, tipo e, o y aa3 (88). 

En cuanto a la regulación de la expresión de los citocromos, 
se reportó que B. iaponicum. y Azorhizobium. caulinodans expresan 
niveles reprimidos de la oxidasa terminal aa 3 cuando se cultivan 
en tensiones bajas de o2 (89, 86), como se ha reportado para 
diferentes especies bacterianas (3). 

2) Simbiosis: 

La composición de citocromos de la cadena respiratoria 
durante la simbiosis en B~ iaponicum es diferente a la en
contrada en vida libre: los bacteroides de B. japonicum no ex
presan las oxida~a terminales o y aa3 y expresan el doble de 
citocromo tipo e (91). También se reportó la expresión de cuando 
menos 5 citocromos que reaccionan con monóxido 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 aparición de citocromos 
p-450 y la pérdida de aa3 (94). Otros autores reportaron un in
cremento paralelo de nitrogenasa y citocromo p-450 (95). La 

10 



composicion de citocromos de la cadena respiratoria durante sim
biosis puede ser diferente entre diferentes cepas, ya que se 
reportó la existencia de cepas de B. japonicum que retienen el 
ci tocromo aa 3 durante la simbiosis; además se observa una 
correlación de concentración del citocromo aa3 y la fijación de 
nitrógeno en estas cepas (96). 

RESPIRACION Y FIJACION DE NITROGENO. 

La relación estrecha entre la respiración de B. japonicum y 
la fijación simbiótica de nitrógeno ha demostrado por el ais
lamiento y caracterización de mutantes afectadas en la 
respiración y la fijación de nitrógeno (97, 98) ·. En estos 
trabajos se aislaron mutantes incapaces de reaccionar con el 
reactivo Nadi (a-naftol+dimethyl-p-fenilendiamine) el cual es 
específico para las citocromo oxidasas. La mayoría de las 
mutantes tenían actividades respiratorias bajas y bajo citocromo 
e y citocromo aa3 (97, 98). Una mutante sin citocromo aa3 y que 
retenía el citocromo e era capaz de fijar nitrógeno, lo que 
sugiere que citocromo aa3 no se requiere durante la simbiosis en 
B. japonicum (98). 

Se ha sugerido que la respiración bacteriana es importante 
para la infección efectiva de la planta por la bacteria (99). 
Una mutante de R. meliloti que carece de la actividad de la 
deshidrogenasa succínica induce la formación de nódulos; sin em
bargo, no es capaz de diferenciarse completamente (99). 
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Enhanced Respiration and Symbiotic Nitrogcn Fixation 

MARIO SOBERÓN," HUW D. WILLIAMS.' ROBERT K. POO LE,' AND EDGARDO ESCAMILLA·' 

Centro de Investigación ~·obre F1)'ación de Nitrógeno, Universidad Nucionul A1aó11 omu de México, ~partudo Pcuu:! 
.S6S-A, C11emuvuca, Monlo.v, Mexico 1; Depurrmenl o/ Microbiology, Küig s Colleg e l omlon, Kens1ngton Cu mp1i::. 

lor1do11 W8 7AH, Englamt": uml flu·1it1110 tle Fü·iologfu Celufor, Univcr~·id"d N acionul A 1116nomu de M é.cico, 
Distrito Federal, México, D.F. C.P. 04520, Mcxic.~ 1 
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Cultured celli: ora RJrlz.obimn pltastoll wtld-type straln (CE2) possess !.i -cype und C•type cytochromu 1rnJ gv u 

lermlnal oxidases: cytochromes o and oo,. Cytochrome aa.1 was: pur·tiu lly tx¡m:sseJ when CE2 f.!tlls were ¡,:1 ... ·. u 
on mlnJmal medlum, durtng symblosls. and In well·neraltd llquld 1,;ulturcs lo 11 t:omµl~x mt:dlum (PY2). 'fwCJ 
cytochrome mutantJ of R. pho.noli were oblalned and charncterized . A T rú·mob·inJ uci:d mulant, CF:-JHOl, 
txpressed <~lmlnlshed amounu of b.rype 1nd c·type cytochromes, showed :i n enhan r td expreulon or 
cytochromc ox idases, and had reduced levelt of N,N,N',N'·telramdliyl·p · phenylenedlamine, succlnate, 11nd 
NADH oxld r.se actlvltles. Nodules formed by thls strain had no N1 fixu tlon r11.:1lvlty. The orher mulllnt, 
CFN420S, whlcl1 wa1 lsolated by nltrotoiuanidlne muta~enesfs, hnd reduci:d kvcl s or c.:ytudirome u and hlcht'r 
1ucclnate oxldue actlvlty but similar NAOH and N,N,N',N'· tttnuni:lhy l-µ- phenylentd la ml ne oxidase uctlvltlcs 
when compared wtch che wild·C)'pe straln. Strailn CFN420S eXprened u fouríold·hlgher cytochrome ao 3 cont t nl 
when cultured on mlnlmal and complex media and had twofold -hl11her cytochrume aal leveh: durlne 1ymblush 
when compued wtlh lhe wtld·typt straln. Nodules formed by struln CFN4205 flxtd JJ% more N1 than dld 
nodula fonned by lhe wild·rylM straln, 11 judged by the tota l nltro¡:cn cout<:ul found In plan U nodulated by 
these stralns. Flnally, low-tempnature photodlssoclotlon spectn oíwhol~ Cl·ll s from stralns CE2 and CFN4205 
reveal cytochromes o and 00.1. Both cytochromts react wilh 0 2 al -IHOªC to ~! ve a llght-lnsenllitlve compound . 
Thea:e experiments ldentlty c:ytochromes o and oa, as tuncllonal teri;¡'inul (.! xi<lu scs In R. pha.reoli. 

Rhizobium rcspiration is ccntrttl to nitrogcn flxation in thc 
bactcroid·plant symbiosls. Elcctron transícr to oxygcn is 
bclicvcd to rcprcscnt an oxygcn-scavcnging mcchanism to 
prevent oxygen damagc to nitrogcnaac (3, 24), whilc oxida
livc phosphorylatlon ylelds ATP for 1he nhrogcn·flxing re· 
aclion (3). 

Thc cytochrome composilion oí the clcctron transport 
chain oí diffcrcnt Rhlzobium spccics has bccn dcscrlbcd . 
Free-living Rhizobium·spccics cxprcss b · typc and c -lypc 
cytochrome1 and posslbly two terminal cytochromc oxi· 
dascs: cytochromes aa 3 and o (2). Both wcrc idcntificd by 
photodissociation spcctra, although thc signals írom cy to
chrome o wcrc poorly defined and oxygcn binding was not 
demonstratcd (2) . Bradyrhizobi11m japonicum bac1eroids ex· 
press a complemcnt of carbon monoxide-rcacrivc protcins 
different from that found on cuhurcd cclls (1). 11 has been 
rcportcd chal 8. japonicum cxprcssci; cytochromc aa 1 nci· 
1hcr in nonagitatcd cultures (4) nor during symbiosis (1), 
probably duc to low oxygcn tcnsions (4}. · 

Thc clase rclationship bctwccn B. juponicum rcspiration 
and symblotlc nitrogen fixation has bccn dcmonstratcd by 
the isolation o( mutants affccted in rcspíration and symblotic 
nitrogcn fixltion (10, 16). In both cases mutants wcre iso· 
lated which cannot react wilh Nadi rc:1gcnt, which spccifi· 
cally rcacts with cytochromc oxidases. Most mutants 
showcd low respiratory activltics and low cy1och romc e and 
au 3 con1cn1 (10, 16). Thcsc mutants íormcd incffcctivc 
sym.biosis . A mu1ant which lackcd cylOchromc aa3 and 
rc1a 1ncd cy1ochromc e could still fix nitrogcn, implying tlw1 
(í~)~c~rome aa 3 is dispensable for symhiusis in 8. jupo ·ricurn 

• Corrcspondin¡ 11u1hor. 

In this papc r we describcd thc cytochro mc com position of 
· thc clcctron tn1nspo rt chain o í Rhizobium pJwn:oli antl thc: 
app licat ion to/!. phaseoli or low-tcmpcraturc phu1olysi::1 t:. r. :1 
ligand cxchunt e tcchniqucs, which havc provcd usd·Jt i ~ 
studying ox i d:.i ~ ; c~ of the aa,. o, and d typcs of othcr bac t;; r: . 
(18, 19 ; R. K . Poolc, in C. Anthony, cd ., Dacteriu l "-)'re'· 
chrome Oxi1fo.re.r i 11 E11~rgy Trur1sduc1ion in Ducteriu , :. 
prcss ). 

Wc ab o tlc~c;r i h c.: d ÜlC isoló:! tiun UÍ IWO (.'ytvc:llft ,¡;,i,; Ju . 

tants, onc of which hai.: an 11hcrcd rcgul11 tio n ~f t:y1ocf.rv11 .. 
aal cxprcssion und has ni1rogcn íixa1ion act ivity signi ñc :in tly 
grcatcr than 1ha 1 of 1hc wild·rypc s1 rni n. 

MATEIUALS ANO METHOOS 

Bacreria l st rni ns and plasmids. S1rains and pl<i smi.j ~ r.: 
listcd in T able 1. 

Media. Ali mcdi .i wc rc as dcscr ibcd by Nocl e t ¡,:l . {l :iJ. 
Two typcs uf complcx mediu m wcre uscd : PYl m1,;di~ .. 
containcd lJ .5% poptonc, 0.3% yc<i.st ext racL, irnd l(J m:.1 
CaCl 2¡ the pep tone was Pc. p1on 11 de cascina, obt <iincd fru. :. 
Bioxon de México, S .A . de C.V. P Y2 mcd iu m had tL: ·;~ tw; 
compositio n as PYl mcdium cxccpl fa r thc pC.: p lor:-~ •vhicr. 
wns lab M balanccd pcpto nc no. l. uht aincd fro 111 Ltind0r1 
Analytical and Bacrcriological Media. Amibio1 ics usc.: tl wc.: ri.: 
the following (in micro¡rams millilitc r- 1

): klnamycin, }.': 
riíampin, 25; tetracyclinc, 10; and strcpiomycin, l úO. 

TnS mutngcncsis. Thc mohi lióa1blc "suicide pl ~smij,, 
pSUPSOll cnrrying TnS·m ob (23) wos mobilizc d Íll!O / 
pha,·eo/i CE2 (Table 1). Mot ings wcrc done on PYI pb :,· 
ovcrnigh t al JOªC; thc cclls wcrc lhcn suspended in ~ 1 i.:1; .. 
water and pl<1 1cd on sclcctivc mcdiu m (PYl mcdium w i'. '.: 
riínmpin :1nd kan:1mycin ). 

lsolalion ot mutunts. CE2 cc!!s w1·r,. rn 111 ; 1 ~ (:f ii'fl· r l . .. ;, >. 
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TABLE l. Bactcri1l 11rains and plasmids 

Str•in or ¡Ma11nW Rclcvnn1 Source or rcfcrcncc characlcristW:a 

S1nin 
Rhi.zobium phaseo/; 

CFN42 Wild rypo Quinto c1 ni. (22) 
CEJ Sm' dcrivuivc Nocl c1 al . ( 15) 

orCFN42 
CE2 . Rlf'Cm' Nocl c1 11. (IS) 

dcriv11ivc o( 
CFN42 

CFN4201 Mucant i¡olatcd This work 
aftcr tra nlfer 
or pSUPSOll 
to strain CE2 

CFN420S Mu111nt isolaicd This work 
itf1cr nilroso-
¡u:rnidlnc . 
mu1a¡cnc111 
of straín CE2 

~cherlchJa coU rtc:A hsa'R Soycr and Roulland:· 
HBIOI hatM Sm' pro Du11olx (7) 

/eu 

Plasmid 
PJDJ R68 .45 Km~ Orcwin el ul. (8) 

Cm' Ap' 
pSUPlOll pDP.325 Simon et al . (23) 

T n.5-mob 
(r.1:1b inscncd 
i.110 TnS) 

nltrasa¡uanidlnc as describcd previous ly (10) ar with TnS· 
mob and platcd on minimal medium (MM) platos with 10 mM 
succinatc and 10 mM NH,.CI as carbon and nitrogen sourccs, 
rcspectivcly. After S days of growth at 30-C, TMPD-. 
mutants wcrc screened by ovcrlaycring a solutlon o( 9 mM 
N,N,N',N'-tetramethyl ·p ·phenylencdiaminc (TMPD) and 
0.4 mM ascorbate. Colonies unablc 10 oxidizc TMPD, idcn· 
tif\cd by lhcir whitc color, wcrc puritled on PYl ·kanamycin 
platcs. TMPo•• mutants werc scrccncd as .TMPD- mu· 
Jants, but 4 mM ascorba te was uscd in thc ovcrlaycring 
&olution instcad oí 0.4 mM síncc undcr these.conditions the 
stainina capacity of the cells is signincantly lowcrcd. Colo· 
nic1 with incrcaaed stalning wcrc puritlcd until a stable 
TMPO*• phcnotype was cs1ablishcd. The mutant st rains 
reported in Table 2 retaincd thc antibiotic-rcsistant markcrs 

TABLE 2. Cytochromc lcvcls in mcmb~ii-nc paniclc;1 
of R. pJ111noli atrains 

S1rain 
Concra• o( cyiochromc: .. , 

CE2 O.JIO . 0.1116 o.on 
CFN4201 O.ll6 0.06 0.122 
CFN420S 0.134 0.160 0.089 

u·CO 

0.069 
0.112· 
0.0'1 

.• • C)1oc:hromc concen1r1tloN (Mnom°'., m&lli¡r;im of pmtcln • 11 In thc 
mcmbrano (raction wcn dcronnlncd from thc ditfcrcnecs spccua 1u room 
ICm$)C'rlJUrc (no1 shown). b-typo and oortypc cytochromcs wcrc dc:tcrmlncd 
(roma dlihionilc·rcdu«d ~lnu1 -OJddiud prcparallon , che c-typc cytochromo 
conccn1r1tlo11 wu dclcnnitwd lrom 11cori>a1c-TMPD·rcduccd amino -oici· 
discd spcC1ra , ~nd 1bo O•f)'pt cytochromc con"n1r11ion wu dc:1crmincd rrom · 
dhhlo11ilo plus CO minu1 dllhloail..,oduccd 1pccua. 

J, ÜAt.T( kJ(JI • . 

of thc parental s1ruin. 
· · Membrant prepn11lions, A bioformcntor contoa ining 2U 
litcrs oí PYl mcdium (adjustcd nt ::w·c. 8 lltcrs of air min - 1

, 

.. and asitat lon at 250 rpm) .was inoculated with l licer of ;.i ,, 
'· active culture in PYI medium. Cclls wcre collccted aflc::- : 

h oí growth (carly stationary phi.lsc), washcd w ith SO r i.~. ! 
Tris hydrochlor idc (pH 7. 4)-5 mM C&Clr5 m M ~i:C ~, 
.(TCM buffer), and suspended in 500 mi ofTris hydroch lo rid. 

· (pH 7.4) buffer containing 40 mM EDTA and 0.5 M sueros: 
(TES buffer). Sphcrophasts were made by lyzozymc-EDT .. '. 

.. · trcatmcnt, and mcmbrane particlcs were prepared therc: frcm. 
· by thc praccdure dcscribcd far Rhizobi11m tri/o/// (9). Tt, , 

homogcnatC was incubatcd at room lcmperature Cor 15 mi n 
. with a few crystals af DNasc and ccntrifuged al 8,000 x g for 
10 min; the pellct, which contained nondisrupted cclls , was 
discarded. Membranes were recovcrcd by centritugation :.it 

' 100,000 x g Cor 30 mio and storcd under liquid nitrogen until 
uscd. 

Resplratory aCUvltles. NAOH and succina te oxidase activ · 
itie¡ wcrc dctcrmincd at JOºC in a modc l 52 oxygc n rrictcc 
(Ycllow Springs l nstrumcnt Co.). Thc rcoac tion v..:!. d (.·c,11· 

tained J mi oí 50 mM potussium phosphatc (pH "/AJ an:j 
mcmbranes (1.5 mg of protcin); thc rcaction was st:.ned by 
thc addition of 40 mM succinatc ar 5.S mM NAD I 1 (fina l 
concentrntions). TMPD oxidase Wi.IS de1cnni ncd un<lc r 1hc 
sumo con<li tions CJ(ccpt tliat thc pH wus 6.8 und lO rnM 

. ascorbate (pH 6.8) and 0.1 mM TMPD wcre uscd as clcc tror1 
donors. 

. . Spectral. a na lysis ot cytochrome. Cy1ochro mc spcct ra o!· 
"1cmbrane pa rticJcs , cult urcd ceJls, Oí biiC teraids wcre re· 

·. cordcd on an SLM Am inco Mid un 11 spcctropho tomctt.: r ílS 

· describcd prcviously (11}. Samplcs wcrc suspended in TC:-01 
buffer and rcduccd wi 1h di1hion ite (ícw grains) or w ith 10 
mM ascorbatc and 0 .1 mM TMPD. Mcmbranc plin icl cs, 
whole cclls, o r bactcroid~ wcre oxidizcd with ammoniuin 
pcrsulfatc. Spectra wcrc o btaincd at room 1empera1ure (LO· 

. cm-light path cuvcttcs) or under liquid nitrogen (2.0- mm· 
path cuvettes) . For 1hc quantiRcation oí cytochromes , the . . 
following wavelength pair and millimalar cxtinctian coc1li· · 

.· Cients were used (11): cytochromc aa 3-EtiOJ..,6lO• 24 mM - 1 

· ·cm· 1; cytochromc b-Esa~575 , 22 mM- 1 cm· 1; cytochre;mc: .. 
c-Es.s4-s••• 23 mM · 1 

.• cm· 1
; and , cyta~tHomc o ·CO- · 

· Eo5-4.l0• 160 mM -VPQ, low-temperaturc, ligand exch:ingc < ,, 
s tudies, 'cells were grown in 500 mi ar PY2 medium fa r 24 h 
as a startcr culture and uscd to inoculatc 10 lite n of PY2 

·. medium in a 12-lit c: r Diostat V Cennentor (Fl Scicntlfic ; iJt 

JD°C, aerated at 4 litcrs of air min- 1 and with stirring al 250 
rp m). Ce ll s wcrc collcctcd after 18 h of growth (ca rl y 
sta tionary phusc) . Cc ll s wcrc washcd and su spcndi:d to 
about 30% (puckcl.I by vo l u me, c. 12 mg of pro1cin mi - 1

) in 46 
mM po11:1ssium phusphutc buffer {pH 7.4 ); c1hylent: glycul 

. was addcd to givc a fi nal conccntra1ion oí JO % (vo l/vo l) . T hi.: 
· ccll suspcnsion was rcd uccd wi1h sodium succinate (10 mM 
final concentrat ion) fo r JO min , and CO w as bubblcd in to 1hc 

. ~uvcuc for S min. Thc cuveuc (2.0-mm path} was cuolcd iri 
an cthanol-solid C0 2 bath to -2JºC and al/owcd 10 cqu il i· 
b ra1c for 5 min in thc da rk . Whcre indic1ucd, 0 2 was ¡¡ddcd 

.by vfgorously stirring thc s~mplc wilh vcrrical srrokcs of a 
ciasciy fitting caiicd wirc lor JO s. Thc anaxic ar O,

·s upplemenrcd samplc wus thcn quick ly frozcn in""º c1h anol
dry CO~ bath at -78ºC. wherc it was ma incaincd ío r al lca it! 
~ min in lhc: dark befare cquilibrat ion (10 to 20 m in) al thc 
tcmpcrature of the cxpcriment in 1hc sample companmcni o i 
thc spcctrophotometer. Diffcrcnce spcctra wcrc rccordcd 
u ~i ng a Johnson Foundalion OBS·J dual-wavclength scan
nmg spec1ropho1omctcr dcscribcd prcvious/y {26). Tc mncr· 
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· ature cont rol ( ± l ºC) was achievcd by blowing a sl rc<im oi :--i"l 
(coolcd by circulation through liquid N2) ovc r the base uí ti.e 
cuvcttc couplcd with a small heate r nnd temperaturc regu · 
latían circuit. lllumination by the mcasur ing and rcfc rcr.cc 
bcams was avoidcd during tcmperatu rc equilibrat ion. T!.. 
umplc was thcn scanncd twicc, gc ncrating a rcducc:d f·!"" 

··ca minus rcduccd plus CO base Hnc 1rnd thcn photolyu ~ . 
· Photoly1i1 by whitc li¡ht was achicvcd u¡ing a 60·~ cxpo~ ~:: ; 
to .thc light from 11 lSO·W projcctor lamp which was foc ul ..: J 
by a lcns onto onc atrcrcnt limb o ( a bifurcatcd ligh1 gw ir.k 
leadlng to thc cuvcttc , 1he other llmb transmlt tlng refc rcn 1..:.: 
and mcasuring bcams . 

Nltrogen ftxatlon dttermJnatJon. For nodulation tests :u .. ! 
acetylcne rcduction mcasuremcn1s , Phaseolu.s v11 lgari.r cv. 
negro jamapa was surfacc s terilizcd in hypochlo ri tc ¡¡r.d 
gcrminated on moist sterile fille r papcr. Three-day·o ld secd · 
li ngs were transfcrred to plast ic growth pots, inoculatcd with 
a bacteria! suspcnsion in PYl mcdium, and grown wi1 h 
nitrogcn-frce salts (25) in a grccnhouse. Aftcr 25 dttys of .,.. 
inocula tion, nod ula tlon was scorcd and nhrogen tasc wti s 
tl ctermincd by mt.: asuring thc acctyh.:nc rcd uctlon oí nutJ...,. • 
latcd plant cools trunsfcrrcd to 1ubc:s wilh rubb1.: r · . ..: .d 
stoppcrs by injecting ucctylcne to a fi nal conce r.1r ::i !ior. of 
10% of thc gas phase . Ethylcne production was \!·:1.: 11ni1 ... J 
by gas chrom:itography in a Packard model 4'30 . . H'.J f: l '..i t .1 · 

graph . Thc p1;rccntag1; or pl<tnl nit roge n contt.:nt w ¡¡ .;. I,; · • • 

mated in total shoots :rnd leavcs which wcre dried ::.ia..I 
homogenized. A samplc (100 mg) of homogenaic w '5 di · 
gcstcd by hcating in thc prescnce of l g oí scleni urn r.:o.grnt 
mixture 1rnd J mi of 7 M H2S04 • The digcst mixture: ,...¡ ~<.: 
distilled in thc prcscnce of 0. 1 mg of phcnolphtha lc:ln <11 1d 
2$% NaOH. Thc di1tillation producti woro recovcrcd in 4'/c 
boric acid and o. ¡:.H indlcator (usua lly bromocrc sol green). 
Thc nltrogcn con tcnt was c&tlmatcd by tltratlon wlth a 0 .1 N 
HCI solution J :> dcscribcd prcviously (6). 

Bacterold prep11ratlo11 . Nodulcs we rc harvcs1cd J2 to JS 
days ufter planting. 8Jctcro ids wcrc isolated by luycrln~ a 
nodulc cxt rac1 on o sucrosc gradlen t us reponed by Awo· 
naikc et al. (5). 

Prolein delcrmlnu1ion. Protcin was mcasurcd by thc 
mcthod of Markwc ll e t al. (14), using scrum album in 1iS thc 
standard . 

RESULTS 

Cytochrome c.:oi.ipusl llon or the electron transpon chaln tJ ( 

R. phas1oli. A rifa r.i pir1-n;:sistan1 dcriva tive (strai n CE2) of 1<. 
phascoli C FN42 w11s uscd in th is s1udy and has bc cn 
dcscribcd prcv ious ly (lS). Mcmbra nc pa rticles werc v ~. · 

taincd from culturcd cclls of s train CE2 in ordcr 10 dc t crn.::. ·~ 

.. 
• 

its cytochromc compos i ~ion. Figure lA shows 1hc dithiuL :tc· 
rcduccd minus -oxidizcd diffcrcncc spcc1rum. This ~1r:i i n 
contnins b·typc (peaks al 429 and 557 nm) and uu ,. 1yp< 
(shouldcr. at 445 nm and peak ut 602 nm) cytochromc ~ . No .. \ 
cytochromc e was clcarly dist inguishablc at 417 w 42U nrn, 
bu1 a shouldcr ncar SSU nm wos obsc rvcd . O 'Bria n c1 al. (16¡', 
showcd that in B. japonicum ucorbatc·TMPD is oxidizcd by 
the cytochromc c·aa3 branch sincc a mutant wh ich lacks 
both cytochromcs or onc Jacking just cytochromc uuJ coul tJ 
not oxidizc ascorbatc-TMPD . Figure lB show¡ th c ;iscvr· 
balc·TMPD-rcduccd minus -oxidized diffcrcncc spcct r<o uí 

1ulr11e -oxidi:i:cd spccirum I[ 77 K: (C) CO c.Jiffc rcncc spce1ru1r. 
(dhhioni1c-rcd ucc d mcmbronc¡) rccordcd .it room 1cmpcr:i1 urc: . •. 
Spcctra rccordcd u an absorbancc (_A) of (1 n1 , 
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TABLE 3. Rcspir1tory 1ctivilies in mcmbranc particlc~ and cytochromc aa, levcls in wholc cclls of R. phaseoll stralns 

St r,iin 
O:cidascs nc1lvlry"' C)1ochrome oo , concn• 

Succin11c NADH Ascorb:\lc·TMPD PYI liquid PY2 llquid MM pl11cs Syrnbios ls 

GEl 6l.2 217.3 190.0 0.04l2 0.0097 0.0 105 0.0118 
CFN4201 16.0 16.8 3J.l NO NO NO NO 
CFN420l 185.I 227'.l 172.0 0.0434 O.OJ21 0.0480 O.Olll 

• Ac1lvl!les nrc reponed 111 nnno1r11m 0 ;111oms o( oxrscn consumcd minute - 1. mllll1r11m of protcln • 1• Rcprc&entatlvc n:sulls of thrcc cxperimcnu whh 11 v ;11ri11ion 
or lcu than 10~ 1rc shown. 

11 Thc cytochromc aal conccnm11Jon (n:inomolcs milligr11m1 of prolcin·.; 1.) wu dc1crmlncd from .¡>ectn of wholc cclls on MM pl11cs, in planu, 1nd in liquid 
PY mcdium. Rcprcscntacivc rcsulu o ( thrcc cKpc rimcnts wilh a 1ypic11I Vari:nion oí lcss 1h1in 10% are 1hown. NO, No1 dcccrmincd. 

E . • . 
¡-~ CF'2 mcmbranc particlcs. Cytochromc b is partlally reduccd. · ·. sour"cc. Strain CFN420S rcachcd· a lower culture protein 

by ascorbatc·TMPD, as shown by thc 429-nn:i absorptlon · .·. ·content {48 µ.g ml- 1
) when compared with strain CE2 (77 µ.g 

peak¡ two componcnts in thc a region wcrc resolved, with · . ml-.1) with glucose as the sole carbon sourcc. 
maxima of 554 nm C'c,,4 ") and a shoulder at 562 ··nm Resplratory properttu of the muttnt1. Membranc paniclc1 
("b,,,1"), A similar cytochromc b has becn rcportcd to be · wcrc obtalried from liquld culturcd cclls in arder to dctcr· 
prcscn t in 8. japonicwn and R. trifolil (2, 9). . mine cytochrome composltion and respiratory activitica. 

Putativc terminal oxidases were identifie·d in carbon man- Strain CFN420l· showcd low lcvcls oí b·typc cytochromcs 
oxide diffcrencc spectra (Fig. IC). Membranes showcd two> · sincc· .thc absorption peaks at 429 and 57 nm wcrc clearl'y 
CO-rcactivc cytochromcs, cytochromc o {peak al 417 nm, ·-.. lowe(than th.ose in strain CE2 (Fig. !A). Strain CFN4201 
shouldor 11 430 nm, and fcaturcs ncar 560 nmj and cyt<>' also showed reduccd levcls of C·type cytochrome. Figure lB 
chrome aa 3 (troughs at 445 and 610 nm and 11houlder 1t 594 shows the ascorbate·TMPD-rcduc.:.d minus .o,Udizcd differ· 
nm). Both CO·rcactive cytochromes wcrc idcntified as ter~· · ence spectra; clearly. the 552-nm absorptlon peak Is Iower 
minal oxidases by photodissociation speclra and oxyge~ · '.. thaq that in th;c parent strain. Strn in CFN4201 rctained both 
hinding (sec bclow). Thc cytochrome composition of thc R. · .co-reactlvc cytochromcs (Fi,;. IC). Strain CFN4205 
phaseoli rcspiratory chain thu s rt! semhles that of thc rcspi- · ::. showed a cytochrome pattern similar to that oí the CE2 
ra tory chains proposed far othcr Rhizobium specics (2, 9, · · straln, although it showed rcduced levels of cytochrome b 
12). {peak al 557 nm) (Fig. IA) and of cytochromc o \Fig. IC). 

t :r-:-. uon ond chnractcrtzallon or R. phnseoll mulants. Mu- Table 2 shows thc cytochromc conccntratfon found In thc 
t;i n: ·. with altered resp iration capacit ics werc scrccned by · thrce stralns írom spcctra obtalncd at room temperalure (not 
1 1.~in;~ the TMPD ovcrlay procedure described in Matcrials . ·shown). Strain CFN4201 .had thrccfoJd .. Jowcr c·typc cyto• 
.1nd lvlethods. Colonies with functional cytochromcs stalned chrome and ·twofold-lower b-type cytochrome. Straln 
a hluc color wi1hin fl fcw minute~. . CFN420S had twofold -lower h·typ~ cytochrome and almost· 

CE2 cells werc mutagcnized with T n5:mob o•r with nl1ro- · · 1wofOld·lower cytochrome o than did thc wlld·rypc ·s1rain. 
soguanidine as described previous ly (10, 23), and two typcs Table 3 shows the rcspiratory, activities obtained wlth 
of mutants werc scrccncd, ncgative color mutants (TMPD-) membrane partictcs írom the differcnt strains. Strain 
and mutants with increased staining capacitics (TMPo•·•) CFN4201 had fourfold-lower succinat.'e, lJ-fold -lower 
(sec Matcrials and Methods fer dctails}. About 4,000 Km' NADH, · and 5.6-íold·lowcr ascorbatc·TMPD oxidase activ· 
mutant colonies were screcned far pu1ativc cytochrome · ities than did CE2, whereas CFN4205 had ·2.6.fold·higher 
mutants. One TMPD- mutants was idcntificd and further . succinatc. oxidase activity than did CE2 and NADH and 
characterizcd; no TMPD+ + mutants werc dctccted aftcr Tn.S: ascorbatc-TMPD Oxidases activitics simila-r to thosc of CE2. 
mutagencsls. - ... Ascorbatc·TMPO oxidase activity was detcrminCd in wholc 

About 7,000 colonies werc screencd írom nitrosoguani .. ·:,_: ·Cclls"-· cultured on platcs. Strains CFN4205 and CFN4201 
di ne mutagenesls¡ two TMPo· mutants and one TMPD .... • .. ' showCd similar.ascorb1tc·TMPD O)(idasc actlvlty , regardlcss 
mutant wcre idcntified. Furthcr analyscs w~re performed ·of culture ··canditions¡ ncvcrtheless, scraln CE2 showcd a 
with the TMPo- TnJ-lndoccd motant (CFN4201) and with ".lowcr ascorbate·TMPD oxidase activity In cells culluréd on 
the TMPo•• mutant strain (CFN4205). . platcs (93.33 ng-atom of 0 2 min- 1 m¡ of protcin- 1) than In 

Strain CFN4201 has a single Tn.S insertfon, as provcn by ccll~ cultured in liquid mcdium. Thc differcnt ascorbatc· ~ 
blot hybridlzation against TnJ scquenccs (data nol shown). TMPD. oxidase activity ofstralns CFN4205. and CE2 in cclls 'J 
The Tn5 insertion in strain CFN4201 was shown to be culturcd on plates cxplains thc TMPD+ • phcnocypc shown ·· ' 

. ·..-~··· gcnctically linkcd to the TMPD- phcnotypc. Plasmid PJB3 by strain CFN4205. 
,1was introduced into strain CFN4201; this plasmid contains Etreet of growth condltlons on cytochrome complement of R. 

r.i.' the functions ncccssary to mobilizc the mob scquenccs · phaseoli stralns. Since strain CE2, but not CFN4205, showcd 
~i · prescnl in Tn5 (8, 23). Strain CFN4;201(PJBJ) was mated '·. a different ascorbate-TMPD O)(idasc activity when culturcd 

.~.J with a strcp1omycin-rcsistant derivative of CFN42 (CE.3) . under diffcrcnt Conditions (scc abovc), t'hc cytochromc com· 
·"~. Thc Km:,s.u.mn was mobilfzcd ata frcqucncy of io-", and ali position of thesc strains was analyzcd ín cells grown under 

of the tía nsconjugants were found lo be TMPD-, indicating various Conditions (spcctra not shown). The majar differencc 
rh:i t this phenotype was duc to the Tn5 insertion. . observed was in thc cytochrome "" ·' con_tent of the.sc .strafns 

Stra in CFN4201 and CFN4205 had lhc s¡unc doubling time (Table 3). Strains CE2 and CFN4205 showed a similar 
(2. 5 h} in complex liquid cultures. fn MM wilh succinatc as cy1ochrome aa3 conlent whcn cultured in PYl medium; 
thc solc carbon sourcc, straln CFN4201 showed a lag phasc nevertheless, strain CE2 showed a fourfold-less cytochromc 
(11 h) but grcw with the same douhling time as strnins CE2 aa 3 content whcn culturcd on MM plates, PY2 mcdium, or 
and CFN4205 (3 h). Strain CFN4201 , unlike CE2 and· .during symbiosis, whcrc strain CFN4205 showcd a higher 
CFN4205, could not utillzc glucosc as thc sale carbon· · cytochromo aa, contcnl (Table 3). 
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FIO. 2. Photolysis and lniti11.I Slages of 0 1 blndln& 10 cytochromc o ·in a whOic-ccll suspcns1on of strain CE2. Thc spccm1 o! CO·ligandc:d. 
1uccln1tc-rcduccd eclls wcrc scanncd and storcd In a diai11I mcmory o( 1 dua\-w;ivclcngth spcc1ropho1omc1cr. The ñrs1 sc•n, b.:iorc 
photolys is, ylcldcd a rcduccd plua CO mlnus rcduccd plua CO b11c tinc (··· ·) ,{A) Spcc1ra obta incd 1fter scannin¡ a CE2 ccll suspcns ion ;.her 
60 a of cxposurc 10 whhc li¡ht lt -lli-C in 1hc abscncc of 0 1• (8) Spceua o( a simila r ccll suspcnsion u -12l'C in !he prcsencc of O, . {C1 
Spcctn of a similar·ccll 1uspcnsion 1t -toa•c In thc prcscncc or 0.1. Spcctra wcrc in i1iatcd 2 min (1), 6 min (2), 9 min (3), 17 min (.a~.and l ú 
min (S) latcr, af1cr photolysis; (6) rcftaa.hing samplc af1cr las1 sean. (D) Spcctra of a similar cc ll suspcnsion 11 - J6•C; l3st sean rcco r d~d ~ 0 
min aftcr pho1olysis. Spcctru wcrc scanncd at 2.86 nmY 1 whh 500 nm u a rcrcrcncc wavctength and ·a spcctral band wid th or 8 nm. 

S~M....,}~ s 
Pbotolysls or reduced, co9.uga~ded cytochromes In lntact Repcthive scanning of this sample for 12 min showed nu 

cells or CE2 and CFN4205. The fac1 1ha1 CE2 and CFN420S change in the specirum, suggesting no CO rccombinai ion 
had diffcrcnt CO-binding cytochromcs whcn culturcd in PY2. (data not shown) . Whcn a similar cxpcrimcn1 was done in thc 
mcdium (Table J¡ sec bclow) allowed us to determine carbon prcscncc or 0 1" thc diffcrcncc spcctrum was slmll&r 10 thist 
monoxidc and oxygcn binding to cytochromes o and aa:. · · foundcd in thc abscncc of 0 2, although thc slgnals wcrc 
indcpendcntly. Thus, CO and 0 2 binding to cytochrome o smaller, probably duc to s;omc oxidation bcforc frcczing 
wa• analyzcd In CE2 cells, whilc CO and 0 1 binding to (Fig. 28). Ncvcnhelcss, rcpcti1ivc scanning of thi• samplc 
cytochromc aa, was analyzed In CFN4205 cclls grown on ··o showcd no changc in 1hc spcc1rum, suggcsting no furthcr 0 1 
PY2 medium. ·. · ~ rccombination at this tcmpcraturc {data not shown). Oxygcn 

As a prcrcquisitc to atudying thc rcac1ion of cytochrome ; ' rccombination wi1h cytochromc o was an&ly2cd in CE2 cclls 
oxidases wi1h 0 2, ancmpts wcrc madc 10 pho1odissociatc ~'l aftcr photolysis fo. · 60 s with \-.'hite light ot -108'C. Thc fir~:i 
CO from cytochromcs o and aa,. Rcduccd. CO-saturatcd d sean, which was mcasurcd l min af1cr photolysis, showcd b 

wholc cclls of CE2 wero photolyzed for 60 s whh white light r't.kough at 417 nm· and a maximum al 435 nm att ríbut<iblc to 
11 -121•c. The rcsuhing (postphhtolysis-minus-prcpho- cytochromc o. Thc u-rcgion signals (min ima 011 S36 ;1nd 570 
tolysi1) photodissociation spectru'!' aihowc~ 1hc fcarurcs of ü ·nm) wcrc wcuk (Fig. 2C). Rcpctitivc sc.:anning &I th is tcm· 
purc cytochromo o spcctrum (Fa¡. 2; scc rcfcrcncc 21). pcraturc showcd u progrcssivc loss oí thc 417. :snd 4J5 ·nrn 
Thcrc werc ab~ortlon maxima ~t 432 and about 552 nm, duc signals duc 10 Oi rccombinution, sincc rcftashing uf thc 
to thc .1~ncr1t1on by photolys1s of rcduccd cytochromc o, samplc did nol rcs1orc thc spcc1ral signals (Fig . 2C). 
and mm1ma a1 416, S36, and 570 nm, duc 10 a loss of .. .. Thc idcntificafion of thc componcn1 rcsponsiblc for thc 
CO·llaandcd cytochromc o. · "clcctron transfcr 10 cytochromc oxidases could be cs iab· 
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FTG. 3. Photolyslt ond inlllal st11.gc1 of 0 2 blndlng to cytochromc n 3 In a wholc-ccll su1pcnslon or stnfn CJ'='N420!l. Thc spcctr1 of 
CO-ligandcd, succinalc·rcduccd cc lls wcrc ~cnnncd and storcd in a digilal mcmory oí a dual-wavclcngl h spcctrophotomctcr. Thc firsl sean, 
bcíorc photolysis, yicldcd a rcduccd plus CO minus rcduccd plus CO base linc (·-··). (A) Spcctn obtaincd aftcr ynning a CFN4205 ccll 
suspcnsion af1cr 60 s oí cxposurc 10 whilc light 11 -121•c. (B) Spcctra of a slmllarccll su1pcn1lon ar -lll'C.ln lhc prc1cn« of 0 2. (C) Spcctra 
of •similar ccll suspcnsion 11 -108-C In thc prcacnec of 0 1• Spcctr11 wcrc initiated 1 mln (1 ), 4 min (2), 7 mln (3), 9 . .S min (4)1 14.25 mln ($), 
22 min (6), and 33.2.S min (7) aftcr photolysis; (8) rcftashing samplc aftcr lost sean. (O) Spectra o( 1 similar ccll 1u1pcnsion al -76•C; lut .sean 
rccordcd 40 min aftcr photolysis . Spcctr1 wcrc scanncd H statcd In thc lcgcnd to Fig. 2. · 

lishcd by a btaining a photodissociation spcctrum at warmer · 
tcmpcraturcs in the prcscnce ar 01. whcrc thc oxidation ar 
thc cytochromc oxidase is achicvcd more rnpidly. Thus, any . 
ch:tngc in thc spcctra aírcr rcpctitivc scanning is duc to thc 
oxidation (hy clcctron transfcr to thc cytochromc oxidase) oí 
thc immcd iatc componcnt ar the clcctron transport chain. 

To idcntify thc componcñt rcspons iblc íor thc clcctron 
transfcr to cytochromc o, a photodissociation spcctrum was 
obtaincd from a similar CE2 ccll su~pc n ~i on in thc prcscncc 
oí 0 2 at -76'C. The Rrst sean showcd no signal that could he 
<11ssigncd to cytochromc o in thc Sorct rcgio n, duc to com· 
plctc ligand binding to cytochromc o ni this tempcrature ·. · 
(Fig. 20). Repetitive scanning showcd 1hc progessivc dcvcl
opmcnt oí a trough {rclativc to thc CO-ligandcd íorm) at 434 
nm . attributcd to thc oxidation of a b-1ypc cytochrome {Fig. 
20). ' 

A suspcnsion of CFN420S cclls was photulyzcd íor 60 sal 
-121 •c as dcscribcd abovc for CE2 cclls. Thc rcsulting 
(postphotolysis·minus·prcphotolysis) pho todissociation spcc
trum showed thc fcaturcs of a purc cytochromc ª·' phatodis· 

sociation spcctrum (Fig. JA; see refcrenccs 13 and 20) and 
Jinle cytochromc o (trough at 415 nm). The absorption 
maximum at 447 nm was due to thc appcarancc o( rcduccd 
cytochromc a,. . Rcpctitivc scanning of this sample íor 20 min 
aítcr photolysis showcd no changc in thc spcctrum, suggcst· 
ing no CO rccombination (data not shown). Whcn a similar 

· cxpc;riment was done in the prcscncc of 0 1, no 1racc of 
cytochromc o was round, probably duc cithcr to rapid 02 
binding aftcr photolysis or to. CO displaccmcnt by 0 2 hcforc 
·rreczing (trough at 415 nm). A pui-c cytochrome aa 3 photo· 
dissociatian spcclrum was obtaincd (Fig. JB). Rcpctitivc 
scanning of this samplc showed no changc in thc spcctrum, 
suggcsting no O:a rccombination al this tcmpcraturc (data not 
shown). Oxygcn rccombination with cytochromc a3 was 
a,nalyzcd in a Suspcnsion ar CFN420S cclls, in the prcscncc 
ar 01. which was photolyzcd fer 60 s with whitc light at 
· - tos•c. Thc first sean, which was rccordcd l min aftcr 
phatolysis, shOwcd a minimum at 4)2 nm anda maximum al 
4•8 nm; 1hc a·rcgion signa! at S9S nm was vcry wcak ( Fig. 

· JC). Rcpctitivc scannings al 1his tcmpcralUrr. showi;o~rt a 
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FtO. 4. Acctylcnc rcdu ction 1c1ivity (ARA) in planta lnocula1cd 

wi th strains CE2 (•) and CFN420S {O). Ten pots with thr_cc planta 
cach wcrc inoculatcd wlth 1hc two slrains. Acc1ylcnc rcduction 
activily wu dc1cnninéd In onc pot on thc spccificd days. Onc 
hundrcd pcrecnt rcprc1cnt1 an activity of 565 nm of C1H4 nodulc- • 
h- 1. Vc r1 iea l b1rs rcprcscni SO of thrcc dc1crmin1tions. · 

progrcssivc losJ or 432- and 445-nm signals duc to 01 
rccomblnatlon, slncc rcftash lng oí thc samplc did not restare 
1hc spcctrum signals (Fig. JC). Thc flrst sean artcr photo lysis 
at -16•c showed a mln lmum al 429 nm but no maxlmum at 
448 nm, duc to 1 complete Jlgand combination ~o cytochromc 
a 3 at this tcmpcrature (Fig. 30). Repetitivo scannin¡ showcd 
thc progrcssivc dcvclopmcnt oí a trough (rcl1tivc to thc 
CO-ligandcd form) at 429 nm, attrihu tcd to thc oxidation or 
a b·Iypc cytochrome, although diffc rcnt from thet found to 
be oxidized by cytCx:hromc o (Fig. 20 and 30). 

Symblotlc phenotype or the mutants. Thc symbiotic phcno
typc or thc mutant strains was dctermincd by inoculat.ing 
thrcc pots wfth thrcc plants oí P. vt1/gari.s cv. negro jam1pa 
cach with the dlffcrcn t stralns. Nltrogcn ftxatlon was cstl· 
mllcd by thc total nitrogcn content detennined in the ihrcc 
pots indcpcndcntly. The mutant stralns werc able to .nodu· 
late P. vulgari.r, but the nodulcs formcd by CFN4201 were 
green rather than plnk and smaller thon tho•e fonned by 
straln CE2. CFN420S·nodulntcd plants h•d 22% (4.80 t 0.23 
[standard dcviatlon {SO) of thrcc dctcrminatlon!) mg of 
nitrogcn 100 mg {dry wcight¡- 1

) more nitrogcn content, than 
did the wild type (3.92 : 0.3S [SD of three detenninations) 
mg of nitrogen 100 mg [dry weight¡- 1), whereas CFN4201· 
inoculated plants had 40% (!.SS t 0.11 [SD of three deter· 
minations] mg º' nit rogcn 100 mg (dry weight¡- 1)· or the 
nitrogcn contcnt found in planls inoc:u latcd with the wild· 
typc slrain . Subt racting: thc nitrogcn contcnt found in plants 
which wcrc not inoculntcd with bacteria (l .:'10 ~ 0.10 [SO of 
1hrcc dctcrmlnations] mg of nitrogcn HXI mg ldry wcight¡- 1) 

showcd that plants inoculated with s train CFN4'20S had 33% 
more nitrogcn contcnt than did thc wild·typc·inoculated 
plants and plants inoculatcd with strnin CFNi4201 had only 
10% of thc nitro¡cn contenl found In wild·typc lnOC11.l1ted 
~~. .. 

Thc nitrogcn contcnl diffcrcnccs round hctwccn plnnts 
inocu latcd wilh thc wild-typc strain and 1hosc inoculatcd 
with CFN4205 are 1hc rcsult oí nitrogcn accumulation during 
1hc period oí nitrogcn fixatlon (Fig. 4) . Nitmgcn fixatlo~ was 

mc11urCd during a pcriod ar 14 days by thc 1cctylcno 
rcductfon assay. Thc Rrst detcrmlnatlon was done 12 days 

·~ arter .inoculation since this is thc lst day tha.l nltro9cn11e 
actlvity can be determlned, CFN420l · lnoculated plants 
showed no detectable activity. Figure 4 shows that plants 

, ·inoculatc.c! with strains CFN420S and CE2 rcachcd 'a similar 
.·, nitrogcnasc activity. Howcvcr, CFN420S·inoculatcd pl1nts 
. rcaehed the optimum activity S days hcfore plants lnoculated 

_., .)oVilh the wild·type strain (Flg. 4), 

DlSCUSS!ON 

· Two R. phaseoli cy1och romc mutants wcrc isolaicd ond 
charactcrizcd in thc rrcc·living and 1ymbiotic statos. Mut1nt 
strain CFN4201 · had dlminlshcd amounts or b-typc and 
c;rypc cytochromcs in culture 1nd íorms ineffcctivc ~ymbl· 

· osfs. Thls mu!lnt has· a ph'enotypc similar to !hose of ,, 
. mutants prcviously lsolated In B. japonlcum (10, 16) . Mutant 
CFN4205 •howed hlgher- lcvel• of cytoehrome aa, when 
cells were incubated on MM plates, PY2 medlum, or durina 
symblosis than dld the wild·type strain. Plants lnoculated 
with strain CFN4205 had a nitrogen fixalion capacity hiaher 
than that of wild·typ•·inocula\ed plants. The reason for this 
cnhanccd nilrogenuc activitY could be due to an cnhanccd 
supply of ATP or reducing equlvalents to support nitroge· 
nasc or to rcspiratory protcction oí nitrogcnasc írom 0 2 
damage or both. The ract that the cnhanced nitrogcnase 
activity is only apparcnt In young nodulcs could -reffcct thc 
participatlon of thc rcsplratory chain In 1hc protcctlon oí 
·nitrogcnasc from oxygen, as has bcen suggc!>ted by Applcby: 
"pcrhaps it is only in vcry young nodulcs or in thc vlcinlty or , 
air tubulcs that local 0 2 conccntration mlght rlsc above '} 

. Lb·saturating lcvels and provokc protcctlve rcspiratlon" (3) . , 
· Thc only cytochromc content difference bctwccn CFN4205 

ond CE2 bacteroids wu twofold·hlgher cytochrome a., of • 
straln CFN420S. Cytoehromc aa, was shown to be aenetl· 

'cally dispensable during symbiosis in B. japonicum (16). 
Ncvcrthclcss , thc cytochromc aa 3 mutant charactcrizcd In 

'..that study showcd an cnhanccd cxprcssion aran 11tcrn111ivo 
cytoehromc e oxidase ac1ivity which could compcnsatc ror 
the absence of cytochrome aa, (16), , .. 

. . When .the wlld·Iype strain is cultured on MM plates or 
···.durina symbiosi1, thc cylochromc aa 3 contcnt Is rourlold , 
·: , lower lhon In cells grown on a complex medlum (PYI). lt hu 

bccn rcpo'rtcd that B .. japonicum cxprcsses cy1.ochromo aa 3 
ncithcr In non1glt1tcd cultures (4) nor durina symblosls (1), 
probably due to low oxygen tensions ( 4 ). 1 n other bacteria! 
lpccies 0 2 dcprivation tcnds to cause thc rcplaccmcnt of 
cytoc:hromc aa 3 by cytoch rome o {Poolc, in prcss) . Thc Jow 
content o( cytochrom r ,~,.J o í cclls culturcd on MM plates 

· may_ also be duc to Jo· · ygcn tension, since cclls grown in 
wcll-acratcd liquid cultures in this mcdium cxpresscd ~ 
higher cytochrome aa3 contcnt (data not shown). 

· The ·ract that CE2 and CFN420S cells had differén1 CO· 
binding cytochromcs whcn culturcd in PY2 mcdium allowcd 
us to determine CO and 0 2 binding to cytochromcs o and aa1 
indcpc.ndcntly. Photodissociation spec1ra of culturcd cclli 
showed that both cytochromc o and cy1ochromc aa 3 Cune:: .... • 
tion as terminal cytochromc oxidases. Such spcctra also 
showcd that • é:JY.pJ; • .!.4J4-nm) cytochrome Is oxldizcd by 
cytochrome o .. /fhe oxldatlon of cytochromc b is oxldized byj 

l .cytochromc ·o: The oxldatloil of cytochrome b (~29 nm) by , 
cytochromc aa, suggcs ts an clcctron trnnsrcr from b to aa,; 
although diffcrcnt from !he b·type cytnchromc oxidized by 
cytochromc o. In othcr .bactcrial spccics cytochromc aa, Is / ' 
reduced preferentially by cy1ochrome e (18; Poolc, in prcH), , . 
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OBJETIVOS. 

Como se mencionó previamente, la respiración es central en 
el proceso de fijación simbiótica de nitrógeno. La respiración 
acoplada a la fosforilación oxidativa proporciona el poder reduc
tor y energético necesarios para la reacción de fijación de 
nitrógeno (60). La respiración puede funcionar como un mecanismo 
que regula la concentración de o 2 , evitando la inactivación de la 
nitrogenasa (90, 81, 82). La relación tan estrecha de estos 
procesos permite la proposición de incidir en la capacidad de 
fijación de nitrógeno de Rhizobium phaseoli durante su asociación 
simbiótica con frijol, a través de incidir en el proceso de la 
respiración celular. 

El aislamiento de mutantes respiratorias de Rhizobium 
phaseoli permitirá establecer el papel de los diferentes com
ponentes de la cadena respiratoria en los procesos de respiración 
y fijación de nitrógeno. Asi mismo, la caracterización genética 
y bioquímica de estas mutantes podría permitir establecer 
estrategias para el aislamiento de cepas con capacidades 
respiratorias y de fijación de nitrógeno incrementadas. 

Los objetivos de este trabajo son determinar la composición 
de la cadena respiratoria de Rhizobium phaseoli y estudiar la 
regulación de la expresión de estos componentes en diferentes 
condiciones de cultivo y durante la simbiosis. Asimismo se 
propone aislar mutantes afectadas en la expresión de distintos 
componentes de la cadena respiratoria con el propósito de esta
blecer el papel de cada uno de ellos en los procesos de 
nodulación y fijación de nitrógeno. Por último, la 
caracterización genética de las mutantes aisladas podría permitir 
el diseño de estrategias para aislar cepas con capacidades incre
mentadas de fijación simbiótica de nitrógeno. 

Los objetivos que se cumplieron en este trabajo fueron . la 
determinación de la composición de citocromos de la ca&ena 
respiratoria de Rhizobium phaseoli, la regulación de la expresión 
de citocromos oxidasas en diferentes tensiones de o y durante 
simbiosis además de el aislamiento y caracterización d2e mutantes 
afectadas en la expresión de los diferentes citocromos. 
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIOH DE l(UTANTES OUE AFECTAN LA EXPRE
SIOH DE LAS OXIDABAS TERMINALES o y ªª1. DE Rhizoboim phaseoli. 

En el trabajo previo se reportó la composición de citocromos 
de la cadena respiratoria de Rhizobium phaseoli, que tiene 
citocromos tipo b, tipo e y dos oxidasas terminales: citocromo o 
y citocroao aa3 . 

Las oxidasas terminales se identificaron por sus espectros 
de acción y por su capacidad de reaccionar con el o2 . También se 
reportó e l aislamiento de una mutante inducida con 
nitrosoguanidina , la cual expresa la oxidasa aa3 de manera con
stitutiva y tiene una capacidad de fijación de nitrógeno in
crementada. 

En este trabajo se presenta el aislamiento y caracterización 
de tres mutantes respiratorias de Rhizobium phaseoli . El 
análisis de estas mutantes permitió establecer que existe una 
correlación entre la capacidad de infectar la planta de estas 
mutantes y su actividad simbiótica de fijación de nitrógeno. 

Aislamiento y caracterización genética de mutantes respiratorias 
de Rhizobium phaseoli. 

Se hicieron dos mutagénesis de la cepa CE3 con diferentes 
transposones Mud lac Km y TnSmob. De 4,000 colonias probadas de 
la mutagénesis con Mu se identificó una cepa (CFH4202), incapaz 
de oxidar el colorante TMPD (TMPD-). 

De 5, 000 colonias probadas de una mutagenesis de la cepa 
silvestre CE3 con el transposón TnS mob se identificaron 5 cepas 
con una capacidad incrementada para oxidar el colorante 'l'JIPD++ 
(ver Tabla 1). Una de estas cepas (CFH031) crece lentamente en 
placas de medio mínimo, succinato (Tabla 1). 

Con el propósito de establecer el número de inserciones del 
transposón TnSmob en el genoma de las cepas THPD++, el DHA total 
de estas cepas se digirió con la enzima EcoRI y se sometió a 
electroforesis en geles de agarosa. Estas digestiones se 
hibridizaron con un detector de Tns marcado con 32 P y mostraron 
una sola banda de hibridización (Figura 2). El peso de la banda 
de hibridización es el mismo para las cepas CFH032, CFH033, 
CFH036 y CFH037, lo que sugiere que afectaron la misma región del 
genoma. 

Se probó que esta inserción está ligada genéticamente con el 
fenotipo succ- para la cepa CFH031 y el fenotipo TMPD++ para las 
demás cepas. Se transfirió la resistencia a Km (TnS), utilizando 
el plásmido ayudador PJB3, a la cepa CE2. El 94% de las 
transconjugantes Kmr tenían un fenotipo succ- para la cepa 
CFH031. El fenotipo TMPD++ de las mutantes restantes está ligado 
al TnS ya que en todas las cepas más del 90% de las 
transconjug;;tntes Kmr presentaban este fenotipo. Dado que las 
mutantes CFH032, CPH033, CPH036 y CFH037, tienen el mismo 
fenotipo y parecen estar afectadas en la misma región genómica, 
se procedió a caracterizar completamente a la cepa CFH037 como 
representante de este grupo. 
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Como la figura 3 muestra, la cepa CFN4202 no puede utilizar 
succinato ni glucosa como únicas fuentes de carbono. La cepa 
CFN031 tampoco puede utilizar succinato y presenta una fase de 
retardo en la utilización de glucosa. Por último la cepa CFN037 
utiliza estas fuentes de carbono como la cepa silvestre. 

Citocromos y Actividades respiratorias de cepas de Rhizobium 
phaseoli. 

Con el propósito de determinar la composición 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 3 (hombro 445, 
pico 604 nm) ver figura 4A. Las membranas reduc .idas con ascor
bato -TMPD no muestran el pico a 554 nm, identificado previamente 
como citocromo c (figura 48). Los espectros diferenciales con co 
de las membranas reducidas, de esta mutante (figura 4C), muestran 
que la citocromo oxidasa Q (valles a 430 y 560) está presente. 
La mutante CFN03 7 tiene una composición de ci tocromos muy 
parecida a la de la cepa silvestre (figura 4A y 4C). También la 
cepa CFN031 presenta una composición de citocromos parecida a la 
de la cepa silvestre (ver figura 4A); sin embargo tiene niveles 
reprimidos de citocromo Q (valles a 430 y 560); ver figura 4C. 
La Tabla 2 presenta la concentración de citocromos encontrados en 
las membranas de las cepas mutantes. La cepa CFN4202 no presenta 
citocromo c, la cepa CFN037 presenta la mitad de citocromo tipo b 
y una concentración de los demás citocromos similar al de la cepa 
silvestre, mientras que la cepa CFN031 presenta una concentración 
de citocromo Q 7 veces menor que la cepa silvestre. 

Se determinaron las actividades respiratorias en estas 
preparaciones de membranas (Tabla 3). La mutante CFN4202 tiene 
actividades de NADH y TMPD oxidasas bajas. La mutante CFN031 
tiene las actividades de NADH y succinato oxidasas de la cepa 
silvestre y de TMPD oxidasa 50% mayor que la cepa silvestre. Por 
último la cepa CFN037 tiene una actividad de NADH oxidasa inter
media (Tabla 3). 

Como en el trabajo previo se demostró que el fenotipo TMPo++ 
se debía a una expresión constitutiva de la oxidasa aa3 . Se ob
tuvo un espectro de células enteras de las cepas CE2 y CFN037 
cultivadas en medio completo con bajas tensiones de o2 (sin 
agitar). Se realizó en estas condiciones ya que en el trabajo 
anterior se sugirió que la expresión del ci tocromo aa 3 se 
regulaba por la tensión de o2 al igual que en otras especies de 
Rhizobium (86). La figura 5 muestra que la cepa silvestre tiene 
niveles bajos de citocromo aa 3 (pico 600 nm); sin embargo, ex
presa citocromo d (pico 634 nm, valle 650). La cepa CFN037 ex
presa citocromo aa 3 y no presenta la señal de citocromo d (ver 
figura 5) . 
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FENOTIPO SIMBIOTICO DE LAS MUTANTES. 

Se inocularon plantas de phaseolus vulqaris negro jamapa con 
las diferentes cepas para determinar la actividad de reducción de 
acetileno por la nitrogenasa y nitrógeno total en plantas. En la 
tabla 4 se pueden observar los valores de las actividades de 
reducción de acetileno en plantas 21 días después de inoculadas. 
La cepa CFN4202 no presentó actividad detectable de reducción de 
acetileno, la cepa CFN031 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 reducción de acetileno que presentaron 
las mutantes se reflejaron en el contenido de nitrógeno en
contrado en las plantas inoculadas con estas cepas. La cepa 
CFN031 tiene el 58% del nitrógeno encontrado en la cepa silvestre 
mientras que la cepa CFN037 tiene 21% más nitrógeno 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 CFN031 muestran un fenotipo 
característico de las plantas crecidas en limitación de nitrógeno 
(hojas etioladas, más chicas, etc.), mientras que las plantas 
inoculadas con la cepa CFN037 son ligeramente más grandes y las 
hojas presentan un verde ligeramente más obscuro que las plantas 
inoculadas con la cepa silvestre. 

MICROSCOPIA DE LOS NODULOS INDUCIDOS POR LAS CEPAS MUTANTES 

La capacidad de inducir nódulos por estas mutantes está 
afectada, ya que la cepa CFN4202 induce muy pocos nódulos y éstos 
son de color blanco, la cepa CFN031 induce nódulos verdes y más 
pequeños que los nódulos rosados inducidos por la cepa silvestre. 

Por esto se decidió determinar la otra estructura de los 
nódulos por microscopía de luz y electrónica,. La figura 7 
muestra los cortes de nódulos inducidos con las diferentes cepas. 
La cepa CFN4202 induce nódulos en los que no se pueden observar 
bacteroides. La cepa CFN031 induce nódulos con pocos bacteroides 
en las células vegetales mientras que la cepa CFN037 parece tener 
más bacteroides en los nódulos que los que presenta la cepa sil
vestre. 
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DISCUSIOH 

La composición de citocromos de la cadena respiratoria de 
Rhizobium phaseoli comprende citocromos tipo b, tipo e y las 
oxidasas terminales o y aa3 . En este trabajo se muestran datos 
que indican la existencia de otra citocromo oxidasa terminal: el 
citocromo d (pico 634 nm, valle 650). La mutante CFN 4201 
muestra una señal característica de este ci tocromo, (ver 
manuscrito, figura 1 B). Esta mutante presenta una expresión 
alta de las otras oxidasas terminales o y aa3 , lo que explicaría 
la expresión del citocromo d. Por otra parte, la cepa silvestre 
expresa este citocromo cuando se cultiva en tensiones bajas de o2 
(ver figura 5); en estas condiciones de cultivo el citocromo d 
se expresa en otras especies bacterianas (3, 13,). Una fuerte 
evidencia de que existe un citocromo tipo d es el aislamiento de 
un plásmido 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 señal característica de citocromo d (ver figura 8). 

La cadena respiratoria de Rhizobium phaseoli se bifurca 
antes o a nivel de los citocromos tipo b. Los espectros de 
fotodisociación muestran que el citocromo o oxida a un citocromo 
tipo b (434 nm). El citocromo aa 3 oxida otro citocromo b (429 
nm). El citocromo b que reduce al citocromo aa3 pudiera ser un 
complejo de citocromos b/c, ya que en otras especies bacterianas 
el citocromo aa3 se reduce por citocromos tipo e (14). Reciénte
temente se reportó el aislamiento de una mutante de B. japonicum 
que es incapaz de fijar nitrógeno, y el gene mutado es homólogo 
en su secuencia a los genes del complejo b/c1 (operón pbc 1

1
) de 

Rhodoseudomonas capsulata (6). Esta mutante no oxida TMPD. Los 
datos que sugieren la existencia de un complejo b/c1 
en Rhizobium phaseoli son: Las dos mutantes que afectan la 
expresión del citocromo e descritas en este trabajo están afec
tadas también en la expresión de citocromos tipo b. Estas 2 
mutantes mapean en diferentes regiones del genoma de R. phaseoli 
(Germán R. Aguilar, comunicación personal). Estas mutantes in
ducen preferencialmente la oxidasa terminal aa 3 , lo que sugiere 
la participación del citocromo e en la reducción de aa3 ; sin em
bargo, aa3 oxída a un citocromo b. Estos datos se podrían ex
plicar si el citocromo b que oxida aa3 fuera un complejo b/c1 • 

En cuanto a la regulación de la expresión de la cadena 
respiratoria, se ~ncontró que el citocromo aa3 se regula por la 
tensión de o 2 en la que se cultiva Rhizobium phaseoli, al igual 
que en diferentes especies bacterianas (3). Por otra parte, se 
demostró que este citocromo se regula negativamente por otros me
tabolitos, independientemente de la tensión de o2 . El citocromo 
aa 3 se encuentra reprimido durante la simbiosis; esta represión 
se debe a bajas tensiones de o 2 en el interior del nódulo (89), 
sin embargo, ésto no ha sido demostrado y es interesante deter
minar si el citocromo aa 3 se regula durante la simbiosis por 
represión de estos metabol1tos. La mutante CFN4205 no reprime la 
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expres1on de citocromo aa 3 en condiciones microaerofílicas, sin 
embargo se puede observar algo de represión de la expresión de 
citocromo aa3 en esta cepa durante simbiosis lo que sugiere que 
estos dos mecanismos de regulación son independientes. 

Como se mencióno previamente el citocromo d se expresa en 
condiciones microaerofílicas, la expresión de este citocromo 
pudiera estar regulada por el mismo sistema genético que el que 
regula la expresión de aa3 . Los datos que sugieren esto es que 
la mutante CFN037 que expresa el citocromo aa3 en condiciones 
microaerofílicas no expresa el citocromo d en estas condiciones. 
Sin embargo existe la posibilidad de que la expres1on de 
citocromo aa 3 en esta cepa pudiera cambiar la concentración 
intracelular de o 2 y evitar la expresión de citocromo d. 
El aislamiento y caracterización de las mutantes afectadas en la 
expresión de diferentes citocromos permitió establecer el papel 
de los diferentes citocromos en el proceso simbiótico. Las 
mutantes aisladas están afectadas en su capacidad de fijación 
simbiótica de nitrógeno. Sin embargo, en este trabajo se 
demuestra que la respiración bacteriana se requiere no sólo para 
el proceso de fijación de nitrógeno, sino para que se lleve a 
cabo una infección efectiva de la planta por Rhizobium phaseoli. 

Durante el proceso de infección 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 población de 104 a 105 bacteroides por célula 
infectada (100, 101). La mutante CFN4202 que carece de 
citocromo e es capaz de inducir la formación de nódulos; sin em
bargo, en estos nódulos no se observan células vegetales infec
tadas por la bacteria. La inducción de nódulos vacios, por 
mutantes de Rhizobium ha sido reportado para mutantes que afectan 
la producción de exopolarizados de Rhizobium meliloti (102, 103). 
Se caracterizaron 2 tipos de mutantes, elprimer tipo eran 
mutantes que no producen exopolisacaridos y la mutación 
mapea en un plásmido (103). El segundo tipo de mutantes sobre 
produce exopolisacarido y la mutación mapea en cromosoma (103) . 
La mutante CFN4202 es la primer mutante Inf- de Rhizobium que se 
localiza en la cadena de transporte de electrones. Esto 
sugiere que el ci tocromo e es importante en la cadena de 
transporte de electrones que proporciona el ATP necesario para el 
crecimiento bacteriano al inicio de la infección. 

El citocromo Q se requiere para que la bacteria infecte a 
la célula vegetal sin embargo, no es indispensable en el proceso 
de fijación de nitrógeno. Los nódulos inducidos por la cepa 
CFN031, que presenta niveles bajos de citocromo Q, tienen una ac
tividad de fijación de nitrógeno 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 nitrógeno 
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atmosférico. Estos datos sugi eren también que el c itocromo o 
forma parte de la cadena de electr ones que propor ciona el ATP 
necesario para el crecimiento bacteria no en e l interior d e l a 
célula vegetal. 

En cuanto al papel del citocromo aa 3 , e l aislamient o d e 
mutantes que expresan e s te c i tocromo de manera c o n s titutiva, 
permitió demostrar que el c i tocromo aa 3 e s importa nte en l a 
infecci ón de la planta por la bacteria, ya que la cepa CFN 0 37 
induce la formac i ón de nódulos con célula s infectadas con más 
bacteroides que los inducidos por la cepa silvestre. Por otra 
parte, el citocromo aa3 se requiere para l a r eacción de fijación 
de nitrógeno , ya que una mutante que prese nte ni veles bajos de 
este citocromo (proyecto en colaboración c on el Dr. E . Escamil la ) 
infecta a la p l anta mejor que la cepa CFN0 3 l y s i n embargo es i n
capaz de fijar nitrógeno atmosférico . 

Las mutantes CFN4205 y CFN037 e xpresan la oxidasa aa 3 d e 
manera constitutiva y tienen una act i vidad de fijac i ó n de 
nitrógeno similar y mayor que la encontrad a en la cepa silvestre . 
Sin embargo estas dos cepas presentan diferente s act i v i dades d e 
succinato oxidasa y la cepa CFN42 05 presenta niveles bajos de 
citocromo .Q.. Estas diferencias s e pud ieran d e ber a que e l 
fenotipo de la mutante CFN4205 se debe a más de una mutación , ya 
que fue inducida por mutagénes i s quimica de la cepa silvestre. 
Estos datos demuestran que es la expresión de citocromo aa3 e n 
estas cepas la responsable del aumento en la capacidad de fijar 
n i trógeno atmosférico. La correlación de la fijación de 
nitrógeno con la concentración del citocromo aa 3 se pudiera ex
plicar por un aumento en la cantidad de ATP disponible para la 
nitrogenasa . Como se mencionó en la introducción el citocromo 
aa3 es un 'sitio de conservación de energia (19, 20, 21). 

Por último el hecho de haber podido aislar mutantes que 
tuvieran una e xpresión consti tutiva de la oxidasa terminal aa 3 
con mutagenesis con el transposon Tn5 permitirá proponer el iden
tifi car este mismo sistema de regulación en diferentes especies 
de Rhizobium. El aislami ento de mutantes en estas especies con 
capacidades de fijación de n i trógeno incrementada pudieran ser 
i mportantes en el cultivo de otras leguminosas. 
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Fig. 1 - Diferentes componentes estructurales y mecanismo de acción 

de la nitrigenasa. 
PI: Componente I, contiene molibdeno (Mo} y tiene afinidad 
por una molé-cula de nitrógeno atmosférico (N;N). PII: Com

ponente 11 al cual se une ATP y magnesio (Mg). F: Oonador

de electrones representados como (1). 
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FIGURA 6. PLA~TAS DE PHASEOLUS VULGAR.LS_ 34 DIAS DESPUES Dt 

HABtR SIDO 1 NOCULADAS CON DIFERENTES CEPP.S R, PHASEOll. 
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FIGl'RA 7. Microscopia de luz y electronica de nódulos inducidos 

por cevas de P. phaseoli. CE2 40X y 5263X, CFN037 40X 

y 4385X, CFN4202 40X y 5263X, CFN031 40X y 7017X : 
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TABLA l. 

CEPA 

CE2 

CFN4202 

CFN031 

CFN032 

CFN033 

CFN03G 

CFN037 

FENOTIPO DE OXIDACION DE N',N',N,N-TETRAMETIL PARAFENILENDIAMINA CTMPD) DE 
MUTANTES DE RHIZOBIUM PHASEOLI. 

FENOTIPO CRECIMIENTO 
MUTAGENESIS TMPD PLACAS MM SUCCINATO 

- TMPD+ + 

Mun LAc KM TMPD- + 

TN5MOB TMPD++ -/+ 

TN5MOB TMPD++ + 

TN5MOB TMPD++ + 

TN5MOB TMPD++ + 

TN5MOB TMPD++ + 



TABLA 2. 

CONCf.NTRAC IOi~ DE C ITOCROMOS E.N MEMBRP.NAS DE CEPP,S DE RH r zoB r UM PHASEOLI • 

e I T o e R o M o S A 

CEPP, B e AA3 0-CO 

CE2 . 310 .166 .077 .069 ~ 

N.D.B 
rJ 

CFN4202 .153 .166 .111 

CFNG37 .176 .177 .054 .063 

CFN031 .200 .162 .042 .010 
-

ACONCENTRACION DE CITOCROMO COMO NMOL/MG PROTEINA 

BN,D, NO DETECTABLE 



TP,BLA 3. 

CEPA 

CE2 

CFN4202 

CFN037 

crno31 

-

P,CTIVIDP.DES RESPIRft.TORIJl.S DE MEt1BRANAS DE CEPAS DE RHIZOBIUM PHASEOLI 

SUCCINATO 

65.2 

46. 7 

68 .G 

87. 

O X I D A S A sA 
NADH 

217.3 

39 .7 

86.1 

255 ,4 

TMPD 

190 

29.2 

141. 3 

267 .0 

AACTIVIDAD COMO NATOMOS DE o2 CONSUM I DO/MIN/MG PROTEI NA. 



TABLA 4. 

ACTIVIDAD DE FIJACION DE NITROGENO DE PLANTAS INOCULADAS CON DIFERENTES CEPAS 
DE RHIZOB!UM PHASEOLI, 

CEPA 

CE2 

CFNIQ02 

CFN037 

CFN031 

ARfl.A 

100 

N. D.c 

193 

20 

NITROGENOB 
TOTAL 

-

2.61 

S.D. 0 

3. lt; 

1.52 

AACTIVIDAD DE REDUCCION DE ACETILENO DETERMINADA EN PLANTAS DE FRIJOL 21 DIAS DESPUES 

DE INOCULADAS. ACTIVIDAD COMO % DE LA ACTIV I DAD DETERMINADA EN LA CEPA SILVESTRE . 

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

I NOCULADAS 

CN . D. NO DETECTABLE 

DS D. SIN DETERMINAR 

~ ,,.., 
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