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INTRODUCCION

Todo nuestro sistema de agricultura depende en muchos aspectos de las actividades microbianas.

Muchas de las cosechas que obtenemos son de plantas pertenecientes a las leguminosas, que viven

estrechamente asociadas con bacterias fijadoras de nitrégeno que forman en sus rafces estructuras

flamadas nddulos. En estos nodulos radiculares, el nitrégeno atmosférico (N2) es convertido en

compuestos nitrogenados, los cuales son ficilmente aprovechados por las plantas y otros

organismos del suelo. El nitrégeno atmosférico es utilizado por los microorganismios a traves del

proceso que se conoce como fijacién de nitrogeno y que realizan todos los microorganismos que

contienen el sistema enzimatico apropiado. De este modo, la actividad bacteriana en los nédulos

radiculares reduce la necesidad de costosos fertilizantes y se evita la contaminacién de los suelos y

el desequilibrio ecolégico. Las actividades microbianas en el suelo y en las aguas transforman este

elemento a formas que son ficilmente tomadas por otros organismos. Por todo lo antes mencionado,

es de capital importancia el estudio de los microorganismos fijadores de nitrogeno, su genética y la

regulacién de la fijacion de nitrégeno, para entender, mejorar y optimizar el proceso, al hacer uso

de diferentes microorganismos fijadores de nitrégeno™**”.



CAPITULO I

GENERALIDADES

1.1 Composicion quimica de una célula

La célula contiene grandes cantidades de pequeiias moléculas asi como de macromoléculas. La
célula puede obtener la mayoria de las pequefias moléculas que necesita del exterior o sintetizarlas a
partir de moléculas més simples. Las macromoléculas, por el contrario, son siempre sintetizadas en
fa célula. Aunque hay muchos elementos en la naturaleza, pricticamente la totalidad de la masa
celular esta formada por sustancias con cuatro tipos de dtomos: earbonoe, oxigeno, hidrdgeno y
nitrégeno. Estos cuatro elementos constituyen el esqueleto de las macromoléculas asi como las
moléculas orgdnicas pequefias. Otros elementos son menos abundantes que el C, O, Hy N, pero
son igualmente importantes para el conjunto del metabolismo. Estos incluyen al fésforo, potasio,
calcio, magnesio, azufre, hierro, zinc, manganeso, cobre, molibdeno, cobalto y otros pocos
clementos, dependiendo del organismo. En la Figura 1.1 se muestra una vision simplificada del

metabolismo celular® . Productos de desecho
{prociuctos de

fermentacion, acklos
CO, etc . aceplores de
clectrones reducios)

HMulnenles para la sinlesis

Productos
qQuInIcos, fus
{luente de
cnargla)

Figura 1.1 Vision simplificada del metabolismo celular



El agua representa el 90% del peso humedo de una célula y las macromoléculas la masa global

. . vy P r sree 59
del peso seco. En la Tabla 1.1 se indica la composicion quimica de una célula procaridtica™.

Tabla 1.1 Composicion quimica de una célula procaridtica®

et o e e A ¢ e AT IVTHRTR UM S e RIS 2 PR SRR T 4 s R

Moléculas por célula’ Clases diferentes

Molécula Porcentaje de peso seco”

Total de macromoléculas 96 24,610,000 ~2500
Proteinas 55 2,350,000 ~1850
Polisacaridos 5 4,300 A
Lipidos 9.] 22,000,000 4
DNA 3.1 2.1, 1
RINA 20.5 255,500 ~640

Total de mondémeros 35 ~350
Amincdcidos y precursores .5 ~100
Azlcares y precursores 2 ~50
Nucledtidos y precursores 0.5 ~200

Iones inorganicos 1 15

Total 100%

7 Datos de Neidhardt, F. C. et al. (eds.). 1996. Escherichia coll y Satmanella typhimurinp=Celltdar and
Molecular Biulogy, 2.2 edicién, American Society for Microbiology, Washington, D. C.

P Peso seco de una célula de E. coli creciendo activamente = 2.8 X 107" g.
¢ Asumiendo que el peptidoglicano y el glucdgeno son los polisaciridos mayoritarios presentes.

A Existen diversas clases de fosfolipidos; de cada uno de ellos existen muchas formas debido a la
variabilidad del dcido graso entre tas especies y las condiciones de crecinuento,

1.2 Nutricién microbiana

Los nutrientes pueden ser divididos en dos clases: (I) macronutrientes, los que son requeridos
en grandes cantidades (Tabla 1.2) y (2) micronutientes, requeridos solamente en pequefias
cantidades (Tabla 1.3). Los nutrientes mayoritarios son el carbono y el nitrégeno.

La mayoria de los procariotes requieren un compuesto organico de algiin tipo como fuente de
carbono. Estudios nutricionales han demostrado que muchas bacterias pueden asimilar varios
compuestos de carbono orgénico y utilizarlos para fabricar material celular. Un incontable namero
de compuestos tales como aminoacidos, acidos grasos y compuestos aromdticos pueden ser usados
por una bacteria u otra. En peso seco, una célula tipica consta de aproximadamente 50% de carbono

y a su vez este es el clemento mayoritario de las macromoléculas™”,



En la Tabla 1.2 se enlistan los macronutrientes en la naturaleza y en los medios de cultivo™.

Tabla 1.2 Macrenutrientes en la naturaleza y en los medios de cultivo

flemento

Forma habitual del nutriente
en el ambiente

Forma quimica utilizada en
medios de cultive

Carbono {C)

Hidrégeno (H)
Oxigeno(O)
Nitrogeno (N}

Fasforo{P)
Azufre (5}

Potasio (K)
Magnesio (Mg}
Sedie {(Na)
Calcio (Ca)

Hierro (Fe)

CO,, compuestos organicos

H,0, compuestos organicos
H,0, O,, compuestos orgénicos

NH,, NO;~, N,, compuestos orgidnicos
nitrogenados

PO

H,S, 50,27, compuestos organicos azufrades,
sulfures metdlicas (FeS, CuS, ZnS, NiS,etc.}

K* en solucidn o como sales K

Mg?* en solucién o como sales de Mg

Na* en solucién o como NaCl u otras sales de Na
Ca?* en solucidn o como CaS0, u ofras

sales de Ca

Fe** or Fe'* en solucidn o como FeS,

Fe(OH);, v otras sales de Fe

Glucosa, malato, acetato, piruvato
cientos de otros compuestos o mezclas
complejas (extracto de levadura, peptona, etc.)

H,0O, compuestos orgdnicos

H,0, O,, compuestos organicos

inorgduicos: NHCL, {(NH,}, SO,, KNG,,

NZ

Orgdnicos: aminoécidos, bases nitrogenadas de

nucledtidos, otros muchos compuestos
orgénicos que confienen N

KH,PO,, Na,HPO,

Na,50,, Na,5,0, Na,§,
compuestos orgdnicos azufrados
KCl, KH,PO,

MgCly, MgS0,

NaCl

CaCl,

Fe(l,, ¥eSO,, varias soluciones de
Fe quelado con EDTA, citrato, etc.

Aunque los micronutrientes (elementos traza) son requeridos en muy pequefias cantidades son,

sin embargo, tan importantes como los macronuirientes para

la funcidon celular. Los

micronutrientes son metales, muchos de los cuales forman parte de enzimas que son Jos

catalizadores celulares. La tabla 1.3 resume los micronutrientes mas importantes de sistemas vivos,

ejemplificando aquellas enzimas en las que desempefian un papel importante.

Debido a que el requerimiento de elementos traza es muy pequefio, para el cultivo de

microorganismos en el laboratorio se hace innecesario su adicién al medio. Sin embargo, si un

medio contiene compuestos quimicos altamente purificados y disueltos en agua destilada de alta



pureza, puede ocurrir una deficiencia de elementos traza. En tales casos se afiade una pequefia

cantidad de éstos. (Tabla 1.3) al medio para que estén disponibles los metales necesarios.

En la Tabla 1.3 se indican los micronutrientes (elementos traza) necesarios para organismos

. 59
VIVOS .

Tabla 1.3 Micronutrientes (elementos traza) necesarios para organismos vivos®

b .

Elemento

Funcidn celular

Cromo (Cr)

Cobalto (Co)

Caobre (Cu)

Manganeso (Mn)

Molibdeno (Mo)

Niquel {Ni)

Selenio (Se)

Tungsteno (W)

Vanadio (V)
Zinc (Zn}

Hierro (Fe)!

Requerido por los mamiferos para el metabolismo de
la glucosa, no se conoce microorganismo que lo requiera

Vitamina B,,; transcarboxilasa {bacterias del dado
propidénico}

Ciertas proteinas, como son las implicadas en la
respiracion, comao citocromo ¢ oxidasa; o en Ia
fotosintesis como, por ejemplo, la plastoctaning, algunas
superdxido dismutasas

Activador de muchas enzimas; presente en algunas
superoxido dismutasas o en la enzima que rompe el
agua del fotosistema II, en los fototrofos oxigénicos

Presente en varias enzimas que contienen flavina;
también en nitrogenasa, nitrato reductasa, sulfito
oxidasa, DMSO-TMAQ reductasas, algunas
formato deshidrogenasas, oxotransfesas

La mayoria de las hidrogenasas, coenzima F,,, de
los metandgenos; la deshidrogenasa de mondvde
de carbono; ureasa

Formato deshidrogenasa: algunas hidrogenasas, el
aminpicide selenocisteina

Algunas formato deshidrogenasas, oxotra nsferasas de los
lupertermdfilos {por ejemplo aldehido. ferredovmna
oxidoreductasa de Pyrococcns fitriosus)

Vanadio nitrogenasa; bromoperoxidasa
Presente en las enzimas anhidrasa carbonica,

alcohol deshidrogenasa, RNA y DNA polimerasas v
muchas proteinas que anen DNA

Citocromos, catalasas, peroxidasas, proteinas con
hierro y azufre (por ejemplo la ferredoxinal,
onlgenasas, lodas las nitrogenasas

“No tados los micronutrienes indicados son requeridos por ledas las células; algunos se encuentran solo

en microorganismos muy especificos.

bEs necesario en mayores cantidades que utros metales. Normalmente ue se le considera elemento traza,




1.3 Nitrogeno

Después del carbono, el siguiente elemento més abundante en la célula es el nitrégeno. Una
bacteria tipica contiene aproximadamente el 12% de nitrogeno (peso seco) y a su vez el nitrdgeno es
un componente mayoritario de proteinas, cidos nucleicos y otros constituyentes celulares. El
nitrogeno se encuentra en la naturaleza tanto en forma organica como inorgénica (Tabla [.2). Sin
embargo, la globalidad del nitrégeno utilizable estd en forma inorganica, bien como amoniaco
(NH,), nitrato (NO5) o Na. La mayoria de las bacterias pueden utilizar amoniaco y muchas ademas
nitrato. El nitrégeno molecular (gas), sin embargo, puede ser fuente de nitrégeno para un reducido

grupo de bacterias (bacterias fijadoras de nitrégeno)™*”.

1-4  Ciclos biogeoquimicos

La energia entra en los ecosistemas en forma de luz solar, carbono organico o sustancias
inorganicas reducidas. La luz es utilizada por los organismos fototréficos para sintetizar materia
organica nueva, que, ademés de carbono, también contiene nitrogeno, azufre, fosforo, hierro y
muchos otros elementos. Esta materia orgdnica sintetizada, junto con la que penetra en el
ecosistema desde el exterior (materia orgénica aléctona) , y con sustancias inorgdnicas, determina
las actividades metabdlicas de los organismos quimioorganotrofos y quimiolitotrofos, cuya
diversidad metabolica es muy grande. En realcidn a los elementos quimicos clave de los sistemas
vivos, podemos definir como ciclo biogeoquimico aquél en el cual el elemento quimico
experimenta cambios en su estado de oxidacion al moverse dentro del ecosistema. Los
microorganismos intervienen activamente en los ciclos biogeoquimicos y en muchos casos son los
Gnicos agentes biolégicos capaces de regenerar formas de un elemento utilizable por otros

organismos, especialmente por plantas™.



1.5 EL ciclo del nitrégeno
El elemento nitrégeno, N, constituyente basico del protoplasma, se encuentra en varios estados

de oxidacién. En la Tabla 1.4 se indican los estados de oxidacién de compuestos nitrogenados

clave™.

Tabla 1.4 Estados de oxidacién de compuestos nitrogenados clave

Compuesto Estado de oxidacion

Ntrofeno organico (R—NEL) -
AmoeniacaNH 7 -

Gas mitrogeno (N,) v
Onado nerose (N O} -1 (maedia por N)
Oxido de mitrigeno (NO) -2
NieritotiNO, ) r3
Didvdo de mtrogeno (NOW 4
Nutrato (NG ) -5

Los principales procesos de transformacién microbiana del nitrogeno, estdn resumidos en el

ciclo de oxidorreduccion que muestra la Figura 1.2%.

Nitrificacion

MO,

Mitrobacter Mitrosomonas

-
s Na

P
O NHp ) :
o Faple Clanobacterias

o s Grupos Rhizobitm
NOy de profeinas Azolobacter
Bejjeninckia
s Oxico
& A Anéxico
NHP_? Fijacién

Grupos de nitrégeno

i o
2
de proteinas ~
\ NO, Clostricium pasteurianum

N:O o N, Bacleria anoxigénica

/ fototréhica

Desnitrificacion

Pseudomonas, Bacillus
y otros aerobios
facullativos

Figura 1.2 Ciclo de oxidacion-reduccién del nitrogeno



Varias de las reacciones clave de oxidorreduccion del nitrogeno que tienen lugar en la naturaleza
las llevan a cabo casi exclusivamente microorganismos, por lo que su participacion en el ciclo del
nitrogeno es de gran importancia. Desde el punto de vista de la termodinamica, el nitrogeno
gaseoso, Ny, es la forma mas estable de este elemento, y a la que revierte el nitrdgeno en
condiciones de equilibrio. Esto explica que el reservorio mas importante de nitrogeno de la Tierra
sea la atmosfera. Contrasta con el caso del carbono, que tiene en la atmosfera un reservorio de poca
importancia (CO,, CHy). La gran cantidad de energia necesaria para romper el enlace N=N del
nitrégeno molecular significa que la reduccion de N; es un proceso que requiere gran cantidad de
energia. S6lo un ndmero de organismos relativamente reducido puede utilizar N, en el proceso que
se conoce como fijacion de nitrégeno. Por tanto, el reciclado del nitrogeno de la Tierra requiere, en
gran parte, las formas més facilmente convertibles, amoniaco y nitrato. Sin embargo, dado que el N,
constituye, con mucho el mayor reservorio de nitrégeno disponible para los seres vivos, la
capacidad de utilizarlo reviste una gran importancia ecolégica. En muchos ambientes, la
productividad esta limitada por el pequefio aporte de compuestos de nitrégeno combinado, lo que
hace muy ventajosa la fijacion biolégica del nitrogeno™ .

La disponibilidad biolégica de nitrégeno, fosforo y potasio es de considerable importancia
econdmica porque son los principales nutrientes vegetales que se derivan del suelo. De los tres, el
nitrégeno es el mas susceptible a las transformaciones microbianas. Este elemento es la unidad
estructural clave de la molécula de proteina sobre la cual se basa toda la vida y por consiguiente es
un componente indispensable del protoplasma de plantas, animales y microorganismos. Debido a la
posicion critica del suministro de nitrégeno en la produccion de cultivos y en la fertilidad del suelo,
una marcada deficiencia reduce la producci6n y la calidad de las cosechas; y también a causa de que
es uno de los pocos nutrientes del suelo que se pierde por volatilizacién asi como por lixiviacion,
requicre de una conservacion y mantenimiento constantes.

El nitrégeno sufre un nimero de transformaciones que involucran a compuestos organicos,

inorganicos y volatiles. Estas transformaciones ocurren simultineamente pero a menudo los pasos



individuales efectilan objetivos opuestos. Las reacciones pueden verse en términos de un ciclo en el
cual el elemento es manejado a discrecion por la microbiota. Una pequefia parte del gran reservorio
de N, en la atmésfera es convertido en compuestos organicos por algunos microorganismos de vida
libre o por una asociacién planta-microorganismo que torna al elemento directamente aprovechable
por la planta. El nitrogeno presente en las proteinas o 4cidos nucleicos de los tejidos vegetales es
usado por los animales. En el cuerpo animal el nitrégeno se convierte a otros compuestos simples y
complejos. Cuando los animales y las plantas son sujetos a la degradacién microbioldgica, el
nitrégeno organico es liberado como amonio que a su vez es utilizado por Ia vegetacién o es
oxidado a nitrato, Este aitimo ion puede perderse por lixiviacion, servir como nutriente vegetal o
puede ser reducido alternativamente a amonio o a N; gaseoso, que escapa a la atmdsfera,
completando asi e} ciclo. La presente exposicion estd relacionada con el ciclo del nitrogeno en
hébitats terrestres, pero la misma secuencia general se lleva a cabo en medios acuéticos.

Las partes del ciclo del nitrégeno dirigidas por el metabolismo microbiano estan compuestas de
varias transformaciones individuales. En la mineralizacion del nitrogeno parte de la gran reserva de
compuestos organicos en ¢l suelo es descompuesta y convertida a iones inorgdnicos que son usados
por las plantas como amonio y nitrato. La mineralizacién microbiana da como resultado la
degradacién de las protefnas, polipéptidos, aminodcidos, 4cidos nucleicos y ofros compuestos
organicos. Contrastando con la conversion de sustancias complejas a simples estd la inmovilizacién
del nitrégeno o asimilacion. La inmovilizacién microbiologica lleva a la biosintesis de moléculas
complejas del protoplasma microbiano a partir del amonio y nitrato. La mineralizacion de nitrégeno
organico y la asimilacién por fa microflora de los iones inorganicos sucede simultaneamente. Como
consecuencia, en la mineralizacion se producen amonio y nifrato y desaparece el nitrogeno
orginico. Estos productos delimitan dos procesos microbioldgicos distintos: amonificacion, en
donde el amonio se forma a partir de compuestos orgdnicos y nitrificacion, término que usualmente

se adopta para referirse a la oxidacion del amonio a nitrato y nitrito.



El nitrogeno, una vez en forma de nitrato, puede perderse del suelo de varias formas. A causa de
su solubilidad en la solucién del suelo, e! nitrato se mueve facilmente colocdndose por debajo de la
zona de penetracién radicular. El nitrato y el amonio seran excluidos para satisfacer la demanda de
nutrientes de la cubierta vegetal. La fuga bioldgica mds grande, en el otroré ciclo cerrado en ¢l
suelo, la constituye la desnitrificacién, donde el nitrégeno es excluido completamente del
reservorio de facil accesibilidad pues el producto final de la desnitrificacion, el N; no es utilizable
por Ia mayorifa de los macro y microorganismos.

Cualquier ruptura en el ciclo disminuye la reserva del nitrégeno del suclo y eventualmente puede
tener efectos drsticos en la economia agricola del hombre. Pero como la fuga hacia la atmésfera es
omnipresente, debe existir un proceso inverso para mantener el balance; de otra manera la reserva
mundial de nitrégeno estaria disminuyendo continuamente. Aunque inactivo en lo que concierne a
vegetales, animales y muchos microorganismos, ciertos microorganismos actan sobre N, algunas
veces en simbiosis con plantas superiores que pueden usarlo como fuente de nitrégeno para su
crecimiento. Este proceso, fijacion de mitrégeno, da como resultado la acumulacion de nuevos
compuestos organicos en las células de los organismos responsables. Una vez fijado de esta manera,
el N, se introduce de nuevo a la circulacién general cuando las nuevas células formadas son a su
vez mineralizadas’.

Por medio de estas reacciones, la microbiota subterranea regula el abastecimiento y dirige la
disponibilidad y naturaleza quimica del nitrogeno en el suelo. En la Figura 1.3 se muestra el Ciclo
global del nitrégeno. No se dan los compartimentos ni los flujos de menor importancia. Todas las

cifras tienen que multiplicarse por 10" para obtener gramos de nitrogeno (escala globaly*,
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Figura 1.3 Ciclo global del nitrégeno

Todas las cifras tienen que multiplicarse por 10" para obtener gramos de nitrégeno (escala

global)”.

La figura 1.4 muestra el ciclo global del nitrégeno de manera simplificada’.

Humus
Células microbianas

G Enimaies I

, Amonificacion

. Mineralizacién

. Nitrificacion

. Reduccidn de nitrato
Inmovilizacion

. Desnitrificacién

. Fijacion de N2, No simbibtica
. Fijacién de N2. Simbidtica

-3

TIoTMmMoOO®Ey

|N03"f - I NH, [

Figura 1.4 Ciclo global simplificado del nitrégeno

La transferencia de nitrégeno hacia y desde la atmosfera ocurre en gran parte en forma de N,
con una menor transferencia en forma de éxidos nitrosos, N,O y NO, y amoniaco gaseoso, NHi. La

transferencia entre el compartimento terrestre y el acuatico es principalmente como nitrogeno

organico, ion amonio e ion nitrato’.
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CAPIiTULO 1I

FIJACION DE NITROGENO

2.1 El proceso de fijacién de nitrégeno

La utilizacién de nitrégeno gaseoso (N>) como una fuente de nitrégeno se denomina fijacion de
nitrogeno y es una propiedad exclusiva, realizada por grupos filogenéticamente diversos de
organismos procariontes pertenccientes 2 Bacteria y Archaea™. La tabla 2.1 presenta una lista
abreviada de organismos fijadores de nitrégeno y puede apreciarse que una gran variedad de
procariotas, aerobios y anaerobios, fijan nitrogeno. Ademds, existen bacterias, llamadas
simbibticas, que solo fijan nitrégeno en asociacion con ciertas plantas. Hasta hoy en dia, no se
conoce ningln organismo eucariota que fije nitrégeno™”.

Aunque en grado muy pequefio, la fijacion de nitrogeno puede ocurrir gquimicamente en la
atmdsfera, mediante, fas descargas eléctricas de los rayos. Una cierta cantidad también se obtiene en
la produccién industrial de abonos nitrogenados (indicada como fijacion industrial en la Figura 1.4),
o durante procesos de combusti6n artificial, puesto que el aire contiene un 78% en peso en Ny y
cualquier combustién a alta temperatura de algo de N, producira ¢xidos de nitrogeno y finalmente
nitrato. Sin embargo, como puede calcularse a partir de los flujos que se indican en la figura 1.4,
aproximadamente el 85% de la fijacion de nitrégeno en la Tierra es de origen biologico. Como
puede calcularse también a partir de la Figura 1.3, aproximadamente el 60% de la fijacion bioldgica
del nitrogeno tiene lugar en el medio terrestre y el otro 40% en el mar”.

Los microorganismos que asimilan nitrégeno molecular son {nicos biologicamente, ya que
utilizan un gas que se considera relativamente inerte. La enzima especifica que se combina y activa
al gas cominmente no reactivo se llama mitrogenasa. La presion parcial de N, a la cual se lleva a

cabo la fijacién a la mitad de la velocidad maxima es aproximadamente de 0.02 atmdsferas para

Azotobacter, Rhodospirillum y Nostoc, 0.03 atmosferas para Clostridium y 0.03 atmosferas para el
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sistema simbictico Rhizobium-trébol rojo. La incorporacién de Ny mds rapida se lleva a cabo a

concentraciones algo mas elevadas del gas y la velocidad es apreciablemente més lenta por debajo

de 0.02 y 0.05 atmésferas’.

Tabla 2.1 Organismos fijadores de nitrégeno

52 “> ' 'Aerohios libres
PR e
¢ Quimioz....- © ., - Quimio-
‘%'.:ijr'gfaﬁotrofos’ ) Fototrofas litotrofos
i Bacteriasi ~ - % _Clanobacterias " Alcaligenes
“Azfobacter spp: (varias, pero - Thiobacillus
% Klebsiella® . . no todas) " - - (algunas especies)
" Beijerinckia )
" Bacillus polymyxa
- Mycobacterium flavum
Azospiritlum lpoferum
Citrobacler freundii
Acetobacter diazofrophicus
Methylomonas
- Methylococcus
Anaerobios libres
Quimio- . Quimio-
organotrofos Fototrofos litatrofos
Bacteriaa: Bacteria: Archaea:
Clostridium spp. Chromatium Methanosarcina
Desulfovibrio Thiocapsa Methanococcus
Desulfotomaculum Chlorobium
Rhodospirillum
Rhodopseudomonas
Rhodomicrobitem
Rhodopila
Rhodobacter
Heliobacterium
Heliobacillus
Heliophilum
Simbidticos

Plantas leguminosas

Plantas no leguminosas

Soja, guisante, trébol, etc,,

en asociacién con una
bacteria del género

Rhizobium, Bradyrhizobium,

o Azorhizobium

Alnus, Myrica, Ceanothus,
Comptonin, Casuaring;

en asociacién con
actinomicetos del género
Frankia

‘La fijacidén de N, ocurre sélo bajo condiciones andxicas.
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2.2 Factores que afectan la fijacion de nitrogeno

Un gran nimero de factores ambientales rigen la tasa y magnitud de la fijacion de Nz no
simbiftica y la transformacion estd marcadamente afectada por las caracteristicas fisicas y quimicas
del habitat. Se ha obtenido bastante informacién a partir de investigaciones en cultivos puros y
algunas veces es posible la extrapolacion al campo’.

Los microorganismos que asimilan N; tienen la capacidad de utilizar amonio y algunas veces
nitrato y otras formas combinadas de nitrégeno. En realidad, las sales de amonio son usadas
preferentemente y frecuentemente en una proporcién mas grande que el nitrogeno molecular, por lo
que la presencia de amonio inhibe en efecto la fijacion, es decir, las bacterias usan las sales de
nitrégeno més que el N, atmosférico. El amonio o los compuestos transformados a éste, por gjemplo
urea o nitrato, son mas efectivos en la inhibicion de la fijacion en cultivo, pero determinado nimero
de aminodcidos tienen una influencia perjudicial menos marcada. En concentraciones moderadas o
altas, el nitrato y el amonio inhiben la fijacién de N, tanto en el suelo como en cultivo; sin embargo,
conforme el nivel de amonio libre o de nitrato desciende a una concentracion baja, debido a la
asimilacién microbiana del elemento, la utilizacion del N, se reanuda. Es probable que muchos
suelos puedan mantener la fijacion cuando el nitrato o el amonio disponibles estén presentes en
niveles bajos™®.

Para el desarrollo de los microorganismos se necesitan muchos nutrientes inorginicos, solo
algunos cuantos estan implicados en el metabolismo del Ny, es decir, son indispensables para la
proliferacion dependiente de N,. Algunos se requieren en menores cantidades para el crecimiento.

El molibdeno, hierro, calcio y cobalto son criticos para la reaccién de fijacion™”.

2.2.1 Molibdeno
E{ molibdeno se requiere para el metabolismo del Ny, pero los microorganismos no usaran nitrato
de la misma forma a menos que el molibdeno esté presente, aunque el requerimiento de molibdeno

para la utilizacién del nitrato es menor que para la fijacion de Ny. Sin embargo, el crecimiento en



sales de amonio se lleva 2 cabo rdpidamente en ausencia de molibdeno. En algunos organismos, el

vanadio reemplazara al molibdeno, pero nunca es tan efectivo™.

2.2.2 Hierro

De igual manera, las sales de hierro estan implicadas en el metabolismo del N, en Azofobacter,
Clostridium, cianobacterias y Klebsiella, aunque el requerimiento especifico para el metabolismo
del N, frecuentemente es dificil de establecer, debido a que se requiere hierro en un menor grado
para ¢l crecimiento en compuestos de nitrégeno combinado. Debido al uso de medios deficientes en
hierro o molibdeno o ambos, se ha observado una estimulacion de azotobacterias por humus o

extracto de suelo”.

2.2.3 Calcio

También se ha demostrado un requerimiento de calcio por cianobacterias y algunas especies de
Azofobacter durante la asimilacion del Na, aunque el calcio pueda ser reempiazado algunas veces
por estroncio. También se requiere de calcio para el crecimiento en compuestos de nitrégeno

combinado, pero la necesidad es menor que para cultivos que crecen con N,

2.2.4 Cobalto

De la misma manera, los organismos que usan N, deben tener cobalto disponible, aunque una
concentracién menor de este elemento puede ser esencial para ¢l crecimiento en nitrogeno
combinado. En Azotobacter, Beijerinchia, Clostridium y algunos géneros de cianobacterias s¢ ha

establecido un papel para el cobalto dentro del proceso”.

15



2.2.5 Fuentes de energia

La disponibilidad de fuentes de energia es un factor importante que limita la tasa y extension de
la asimilacion del N, por poblaciones heterdtrofas. De esta manera, la adicion de azicares simples,
celulosa, paja o residuos vegetales con proporciones C:N altas, frecuentemente aumentan de manera
marcada la transformacion, ya sea en condiciones aerdbicas o anaerdbicas. La cantidad de nitrégeno
ganado esta relacionada con la cantidad de carbono agregado y con la temperatura predominante;
las poblaciones del suelo pueden asimilar de 1.0 a 30 mg de N, por gramo de fuente de carbono.
Debido a que las especies activas deben competir por las fuentes de energia con otras poblaciones,
mientras mas competitivo sea el organismo activo més grande serd la ganancia de nitrégeno™*”. En
la Tabla 2.2 se muestra el efecto de la concentracion de glucosa y de la temperatura del suelo sobre
la fijacién de nitrégeno durante 14 dias’. Se observa que a mayor concentracién de glucosa hay
mayor fijacion de nitrégeno y que, 15°C es la temperatura 6ptima, mientras que a 25°C y 35°C, la
fijacion de nitrégeno disminuye.

Tabla 2.2 Efecto de la concentracién de glucosa y de la temperatura del suelo sobre la fijacion

de nitrégeno durante 14 dias.

mg de N, fijado/kg de suelo

Glucosa agregada

Ve 15°C 25°C 35°C
0.00 2.0 0.9 1.3
0.04 3.7 0.7 1.3
0.20 4.4 1.9 1.6
1.00 34.3 33.6 124

226 pH

El pH predominante tiene una marcada influencia en la abundancia de estos organismos. Por
ejemplo, Azofobacter es caracteristicamente sensible a altas concentraciones del ion hidrdgeno. Las
investigaciones ecologicas muestran que a pesar de la amplia distribucion de bacterias del género,
muchos suelos no contienen ninguna o el nimero es insignificante. Su ausencia estd asociada

directamente con el pH. Como regla general los ambientes que presentan una acidez mayor a la de



un pH de 6 estan libres de organismos o contienen muy pocas azotobacterias. De igual manera., las
bacterias generalmente no creceran ni fijaran N, en un medio de cultivo que tenga un pH menor que
6.0, aungue alguna variante ocasional tolerard concentraciones mds altas del ion hidrogeno. Las
especies de Beijerinckia no poseen la sensibilidad de las azotobacterias a la acidez y se desarrollan
y fijan el N, en intervalos de pH de 3 a 9. Sin embargo, las cianobacterias se desarrollan
pobremente en medios de cultivo y son escasas en suelos con acidez mayor a un pH de 6.0. Enuna
investigacion tipica se encontré que las cianobacterias que utilizan N, son raras en suelos 4cidos de
bosques, escasez que sugiere que estos organismos no pueden adicionar nitrogeno a bosques
establecidos en regiones con valores de pH bajos. La tolerancia a la acidez de Clostridium es
intermedia entre la de Azofobacter y Bey'erinckia.j.

Maria F. del Papa, y colaboradores, aislaron y caracterizaron rhizobia de alfalfa nodulada de
suelos 4cidos de diferentes regiones del centro de Argentina y Uruguay. De un total de 465
aislamientos, los rhizobia fueron caracterizados por su tolerancia a pH 4cido. 15 de las cepas
aisladas fueron capaces de crecer a pH 5.0 y formaron nédulos en alfalfa (Medicago sativa) con una
tasa baja de fijacion de nitrogeno'”. Los estudios con rRNA 16S y con PCR con los iniciadores
MBOREP! y BOXC1, demostraron que los aislamientos tenian una relacion estrecha con la cepa de
Rhizobium sp. Or191 aislada en un suelo dcido de Oregon®.

Grandes areas de tierras cultivadas en la regidn central de Argentina se han acidificado
progresivamente desde hace 10 a 20 afios. Uno de los principales factores que favorecen la
acidificacién de los suelos es la sobreexplotacion de las tierras sin que exista rotacién de cultivos™
¢ Se ha identificado que la simbiosis limitada a pH bajo es consecuencia de varios factores que
afectan: a la planta hospedera® *, la poblacion de rhizobia® y la interaccion simbidtica

581 en los que compard el progreso de la

P 06 . .
misma'™* Los primeros estudios hechos por Munns
simbiosis en condiciones neutras y 4cidas, concluyd que las primeras etapas de la preinfeccion son

las mas sensibles a la acidificacién®. Esta observacion coincide con los resultados publicados por

Caetano Anollés y colaboradores en 1989, donde se muestra una influencia negativa del pH bajo en
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la invasién bacteriana a las raices. La mayoria de las investigaciones han sido para caracterizar la
fisiologia de la interaccion'®>*%% y los efectos de la acidez, en el laboratorio y en exprimentos de
campo”, y mas recientemente se han dirigido a la identificacién de los determinantes bacterianos de
la 4cido tolerancia®®>®.

Dentro de los rhizobia , las cepas de Sinorhizobium melilotti estin entre las mas tolerantes a pH
acido™ La mayoria de los aislamientos de Sinorhizobium melilotti toleran pH 4cido en el intervalo

entre pH 5.5 a 6.0%.

La caracterizacion de los cultivos de alfalfa en suelos acidos ha mostrado ia nodulaciéon

13,15

especifica de Sinorhizobium melilotti y la cepa Orl91 originaria de Oregon ™, genéticamente

similar a cepas de Rhizobium phaseoli tipo 1'*, reclasificadas como Rhizobium etli®*,

2.2.7 Humedad

Frecuentemente, Ia tasa de fijacion estd determinada por la humedad del suelo. Las ganancias
son insignificantes cuando hay poco agua disponible, pero la tasa y la magnitud del proceso se
incrementa conforme la humedad empieza a ser méis abundante. Algunas veces, la actividad es
grande a la capacidad de campo o cerca de ésta y, ocasionalmente, bajo condiciones de
anegamiento; el nivel éptimo de agua varia con el tipo de suclo y la cantidad de materia organica
degradable. Como con otras transformaciones microbiologicas, los cambios asociados con una
humedad excesiva estan intimamente relacionados con el cambio de aerobiosis a anaerobiosis y esta
secuencia de reaccion se ve afectada de igual manera por el status de O, en el medio ambiente. En
la mayoria de los suelos que tengan una humedad adecuada, la tasa es mas alta cuando el suelo es
anaerdbico que cuando hay presencia de O, aunque algunos suelos presentan una mayor actividad
con O; en la atmésfera superficial o [a transformacion no es afectada por la disponibilidad de O,.
También se ha propuesto que el anegamiento promueve ganancias de N, debido a que los

nutrientes organicos complejos son descompuestos a productos simples, ya sea en la porcidon



aerdbica superior del suelo inundado o en la zona anaerdbica interna, y los productos simples son

luego difundidos a los micro-habitats adyacentes donde son metabolizados por los fijadores de N;*.

2.2.8 Temperatura

La temperatura también tiene una gran influencia en el metabolismo de N,. A bajas tempraturas,
es evidente muy poca actividad; el aumento de temperatura estimula la captacion microbiana del
gas. El proceso se fleva a cabo a temperaturas moderadas, pero cesa a escasos grados por arriba de
la temperatura 6ptima. En algunas regiones de la zona templada del norte, la fijacion se efectlia ain
durante el invierno. Por lo menos en algunos de estos suelos, la fijacion no es heteréirofa sino que
es realizada por cianobacterias nativas; estos organismos fotosintéticos pueden estar activos durante
las épocas de invierno en que la temperatura se encuentra por debajo de los 0°C. En la figura 2.1 se
muestra el efecto de la temperatura del suelo sobre la fijacion de N,’. La reaccion se midié
determinando la tasa de formacion de etileno a partir de acetileno incubado con el suelo. Los
resultados indican que en este caso la temperatura Optima es cercana a 35°C, mientras que

temperaturas inferiores o superiores disminuyen la fijacion de N».

120 —

90 [~ =

60 [~ -

smal de etileno praducidolh/g de suelo

0 -1

| | § i
15 25 35 45
Temperatura, °C

Figura 2.1 Efecto de la temperatura del suelo sobre la fijacion de Np
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Para que fa fijacion heterdtrofa sea apreciable se deben satisfacer tres condiciones: a) las
poblaciones deben ser grandes; b) la tasa de formacion de nuevas células necesita ser rapida debido
a que la incorporacién del N, es un proceso ligado al crecimiento , y ¢) la mayor parte del nitrogeno
en las células de especies activas debe venir de la atmdsfera. Se puede calcular que se necesitan
aproximadamente 107 células bacterianas por gramo para la fijacion de 2 kg de nitrégeno por
hectarea. Para el metabolismo bacteriano se requiere de una produccién o formacién de 50,000
células por gramo al dia para un incremento de 2 kg de nitrégeno, si la estacion de crecimiento tiene
aproximadamente 200 dias favorables.

I.a marcada influencia de la regién también es aparente; la estacion del afio también tiene un
profundo impacto. En aquellas localidades donde las ganancias son de pocos kilogramos por
hectarea al afio, probablemente el proceso no sea importante en agricultura intensiva, pero tendra un
apreciable impacto en el ciclo del nitrégeno en campos sin fertilizar. Probablemente la causa de los
bajos valores para la fijacion heterotrofa sea la falta de fuentes de carbono disponibles, aunque
también pueden estar implicadas temperatura y humedad bajas’.

En numerosas localidades donde florecen las cianobacterias, como en arrozales inundados, o
donde la humedad es adecuada para tales fotoautdtrofos, se puede asimilar mucho N,; el
funcionamiento de esta reaccién de las cianobacterias que es promovida por fa luz, puede explicar
por qué el arroz ha crecido en regiones de Asia a pesar del poco o ningin uso de fertilizantes o
abono™®”,

Se ha confirmado en numerosos habitats la asimilacién del N; por las cianobacterias. En
regiones desérticas o semidridas, las cianobacterias empiezan a ser activas después de lluvias
ocasionales, pudiéndose incorporar cantidades considerables de N, por el crecimiento en
manchones originado cuando el abasto de humedad favorece a las poblaciones fotosintéticas. Parte
del N, fijado de esta manera puede ser liberado como excrecion de las cianobacterias y el resto sera
liberado conforme las células se van descomponiendo; el elemento entonces es mineralizado y

puede ser utilizado por plantas superiores®**,
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2.3 Fijacion de N; asociada con raices

Si la capacidad de los microorganismos heter6trofos de hacer uso del N; es limitada realmente
debido a las pequefias cantidades de carbono disponibles, es muy posible creer que las raices de las
plantas que excretan moléculas organicas simples puedan mantener grandes poblaciones de
bacterias que utilizan el N,. Particularmente, esta posibilidad parece probabie en vista de que
algunos pastos y especies de cultivo, especialmente enire las plantas tropicales crecen
sorprendentemente bien sin adicion de fertilizantes nitrogenados. No fue sino hasta la introduccion
de procedimientos sensitivos para la medicion del proceso que este punto de vista fue confirmado.

Las raices se encuentran en un ambiente donde la humedad varfa menos y la concentracion de
nutrientes es mayor. Por dicho motivo, las raices de las plantas son la principal zona de accion
microbina de los vegetales. La rizdsfera es la region del suelo inmediato a la raiz; es una zona
donde la actividad microbiana suele ser intensa. El recuento de bacterias casi siempre es superior en
la rizésfera que en las regiones del suelo donde no hay raices; a veces puede ser varias veces
superior. Esto se debe a que las raices excretan cantidades considerables de azicares, aminoacidos,
hormonas, vitaminas, estimulando un crecimiento tan intenso de bacterias y hongos que estos
organismos a menudo forman microcolonias en la superficie de las raices’.

Ahora existe gran evidencia mostrando que hay una asociacion débil entre las raices de algunas
especies de plantas superiores y bacterias heterétrofas no simbidticas fijadoras de N,. Estas
bacterias difieren de Rhizobium en que no estdn localizadas en nodulos especializados o
protuberancias de las raices, sino que crecen en la superficie radicular y hacen uso de los exudados
carbonados para satisfacer sus demandas energéticas. Las bacterias son miembros de tres géneros:
Azotobacter (especialmente 4. paspali), Beijerinckia y Azospirillum. A.paspali estd asociado mis
notablemente con el pasto tropical Paspalum notatum, pero sélo es coman en ciertas variedades de
P. notatum, y es raro en las raices de otras variedades y en otras especies de Paspalum asi como en
pastos diferentes. Por el contrario, Beijerinckia con frecuencia es especialmente abundante en las

raices de cafia de azicar que crecen en regiones de Brasil, pero también se ha encontrado en otras
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plantas. Frecuentemente Azospirillum se encuentra en las raices del maiz, trigo, sorgo, Digitaria
decumbens, Panicum maximun y Melinis multiflora. Las bacterias estan ligadas en cierta forma con
las raices, en vista de que no puede eliminarse la actividad nitrogenasa de éstas con lavados leves.

Por medio de la técnica de reduccion del acetileno se ha mostrado que la fijacion de Ny se lleva a
cabo en raices de maiz, frigo, mijo, arroz y especies de los siguientes géneros de plantas superiores:
Andropogon, Anthriscus, Brachiaria, Convolvulus, Cyperus, Digitaria, Eleusine, Heracleum,
Hyparrheniea, Melinus, Panicum, Paspalum, Pennisetum, Rumex, Stachys y Viola y la
extrapolacion a partir de la tasa de formacion del etileno en el ensayo sugiere que dependiendo de la
planta pueden ser fijados cada dia de 0.002 a 1.1 kilogramos de N; por hectirea. Aunque no en
todos los casos las bacterias estdn bien caracterizadas, parece ser que son cepas de A. paspali,
Beijerinckia y Azospirillum las que tienen como habitat a raices. Existe también cierta evidencia de
que el N, puede ser fijado por bacterias que viven en union con las raices de las coniferas™”.

Los caleulos de este tipo, derivados de las mediciones de acetileno més que del metabolismo de
N, marcado con "N, sugiere que A. paspali en las raices de P. notatum incorpora de 15 a 93
kg/ha/afio, Beijerinckia puede asimilar en la cafia de azlicar 50 kg/ha/afio, Pennisetum purpureum
puede fijar un méximo de 1 kg/ha/dia y las bacterias en la mayoria de las variedades activas del
maiz pueden fijar 2.4 kg/ha/dia. Debido a que variedades de muchos de estos pastos de cultivo y
forrajeros muestran sintomas de deficiencias de nitrogeno cuando crecen naturalmente, el

cruzamiento para lograr los mejores genotipos y una comprensién de los factores que conducen a la

mayor actividad deben ser de gran beneficio para la produccion de alimento y forraje’.

24 Nitrogenasa

Durante el proceso de fijacion de N, éste es reducido a amoniaco, y posteriormente convertido a
forma organica. El proceso de reduccion esta catalizado por el complejo enziméitico nitrogenasa,
que consta de dos proteinas distintas llamadas dinitrogenasa y reductasa de la dinitrogenasa.

Ambos componentes contienen hierro y la dinitrogenasa también contiene molibdeno. En la
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dinitrogenasa el hierro y ¢l molibdeno forman parte de un cofactor conocido como FeMo-co
(Figura 2.2), que es el centro donde ocurre la reduccion real del No. La composicion del FeMo-co es
homocitrato de MoFe,S, (Figura 2.2), y se presentan dos copias de FeMo-co por molécula de

nitrogenasa®®’®"’,

En la Figura 2.2 se muestra la estructura de FeMo-co, el cofactor con hierro y molibdeno de la
nitrogenasa. A la izquierda esta el cubo Fe;Sg que se une al molibdeno junto con los dtomos de
oxigeno del homocitrato y los dtomos de N y S de la dinitrogenasa. Por cada molécula de

nitrogenasa hay dos moléculas de FeMo-co™.

Figura 2.2 Estructura de FeMo-co, el cofactor con hierro y molibdeno de la nitrogenasa

Debido a la estabilidad del triple enlace N=N (que tiene una energia de disociacién de 940 kJ

comparada con 493 kJ para O;), el N, es muy inerte y su activacion es un proceso que requiere
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mucha energia. Se deben transferir seis electrones para reducir el N, 2a NH; a través de una posible
serie de pasos intermedios, sin embargo, se piensa que en la nitrogenasa ocurren directamente tres
etapas sucesivas de reducci6n sin acumulacion de intermediarios libres. (Figura 2.3). La fijacion de
nitrogeno en la naturaleza es muy reductora y el proceso se inhibe por oxigeno, porque tanto la
dinitrogenasa como la reductasa de la dinitrogenasa se inactivan rpida e irreversiblemente por O
(incluso cuando se aislan de fijadores de nitrégeno aerobios). En la Figura 2.3 se observa el sistema

nitrogenasa y las etapas de la fijacion de nitrégeno, la reduccion de N, a NH; >,

+ CoA Acell-CoA 4+ CO,

Piruvalo flavodexina
oxidoreduglasa

{oxifada) \—// {reducida)

i

Reguclasa dela) Reductasa de la}] —e———— mif?
dinflrogenasa dinitrogenasa
{reducda) v {oxidada)
ATP = — = om e = = - ADP+P,

- BNFE
{oxidada) v {recucida)

2 NH N,
C,H, C.H,
Eers
Produclos Suslratos de la
nitrogenasa
N=N
14 H
HN = NH
12 H
HM — NH,
[2 H
Htv  MHy

Reaccién global
BHY + 8™+ N, — 2NH, + H,
18-24 ATP —. 18-24 ADP + 18-24 P,

Figura 2.3 El sistema nitrogenasa, Etapas en la fijacion de nitrdgeno: reduccién de Ny a 2NH;
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2.4.1 Flujo de electrones en la fijacién de nitréogeno

La secuencia de transferencia de electrones en la nitrogenasa es como sigue: donador de
electrones reductasa de la nitrogenasa — dinitrogenasa — N, — 2NH;. Los electrones para la
reduccion del nitrégeno se transfieren a la reductasa de la dinitrogenasa desde la ferredoxina o la
flavodoxina, proteinas dec bajo potencial que contienen hierro y azufre. En Clostridium
pasteurianum el donador de electrones es la ferredoxina y se reduce por rotura del piruvato a acetil-
CoA + CO, Ademdas de ferredoxina reducida se necesita ATP para la fijacion de N, El
requerimiento de ATP en la fijacién de N, es muy alto, con 4 — 5 ATPs hidrolizados por cada 2e-
transferidos. EI ATP se necesita para bajar el potencial de reduccion de la nitrogenasa lo suficiente
de modo que el N, se pueda reducir. El potencial de reduccién de la reductasa de la dinitrogenasa es
—0.30V y se baja a —0.40V cuando se transfieren electrones a la enzima y la enzima hidroliza ATP
(Figura 2.3). Este complejo se combina luego con la dinitrogenasa , que pasa a ser reducida. La
dinitrogenasa reducida reduce a continuacién el N, hasta NH; y Ia reduccidn total ocurre en ¢l
centro FeMo-co. Aunque sélo se necesitan seis electrones para reducir N; a 2NH;, en el proceso se
consumen en realidad ocho electrones, de los cuales dos se pierden como hidrogeno (H,) por cada
mol de N, reducido (Figura 2.3). No se conoce la razén de este exceso aparente, pero muchas

evidencias sefialan que la produccién de H, es una parte esencial del mecanismo de reaccion de la

nitrogenasa®”’.

2.4.2 Nitrogenasas alternativas

Bajo ciertas condiciones de crecimiento, algunas bacterias fijadoras de nitrogeno pueden
sintetizar nitrogenasas sin molibdeno; estas nitrogenasas alterpativas sin molibdeno contienen
vanadio (mas hierro) o hierro solo. Las nitrogenasas alternativas también presentan cofactores

similares a FeMo-co, FeVa-co en la nitrogenasa con vanadio™***"**7

y un nucleo con hierro y
azufre, carente de Mo y Va, en la nitrogenasa con hierro'®. Las nitrogenasas alternativas no se

sintetizan en presencia de molibdeno y la nitrogenasa con molibdeno es generalmente la principal
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en fa célula . Las nitrogenasas alternativas parecen servir de mecanismo de apoyo para

asegurar que ocurre fijacion de N, incluso cuando el molibdeno es un factor limitante en el habitat
del microorganismo.

zotobacter vinelandii fue el primer microorganismo en el que se demostré que ticne tres
nitrogenasas distintas”.

Al colocar células de Azorobacter chroococcum en un medio mineral que carece de amoniaco y
molibdeno, pero contiene vanadio, se produce una nifrogenasa alternativa que posee vanadio en vez
de molibdeno, y que soporta el crecimiento del organismo a partir de N.. Como la enzima con
molibdeno, la vanadio nitrogenasa esta formada por dos proteinas, una de las cuales posee hierro, y
la segunda hierro y vanadio, y reduce: Ny a NH;", H™ a Hy y CoH, a CyH, . Sin embargo, las tasas
de reduccién del sustrato son considerablemente menores con vanadio nitrogenasa que con la
enzima con molibdeno, lo cual indica que la enzima con vanadio tiene menor poder catalitico. Es
interesante notar que la vanadio nitrogenasa también reduce C,H, a etano, C;Hs. Aunque s6lo un
3% del acetileno reducido se convierte en etano. La capacidad de la vanadio nitrogenasa de catalizar
la reduccion de C;H, a CoHg puede usarse como prueba para detectar las bacterias fijadoras de
nitrogeno que pueden sintetizar esta nitrogenasa alternativa. Azotebacter también puede producir
una nitrogenasa que contiene solo hierre y se origina sélo en ausencia de molibdeno y vanadio,
pero es un catalizador muy pobre de la reduccion de N,. La nitrogenasa que lleva sélo hierro
produce también algo de C;Hs.

La vanadio nitrogenasa no es la principal nitrogenasa de Azotobacter chroococcum por que la
adicién de molibdeno al medio de cultivo reprime la sintesis de la vanadio nitrogenasa y de la
nitrogenasa que contiene s6lo hierro, formando en cambio la nitrogenasa convencional. Las vanadio
nitrogenasas no son universales entre las bacterias fijadoras de N,. No obstante, se sabe que el
vanadio estimula la fijacion de N, en diversos organismos, incluyendo varias especies de

Azotobacter, algunas cianobacterias y bacterias fototréficas, y Clostridium pasteurianum. Es
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probable que las nitrogenasas alternativas sean sistemas de “refuerzo” para la fijacion del Ny en
habitats deficientes en molibdeno™.

Los microorganismos gue tienen sistemas de nitrogenasa independientes de molibdeno incluyen
microorganismos fisioldgica y filogenéticamente distintos, entre los que se encuentran: Clostridium

83,84,85

pasteurianum'”,  Rhodobacter  capsulatus . Anabaena variabilis*"®,

Rhodospirillum

. , . .y . 2
rubrum'®, Heliobacterium gestii®, y Azospirillum brasilense".

2.4.3 Mecanismos de proteccion de la nitrogenasa

En las bacterias aerobias, la fijacién de N ocurre en presencia de O, en células enteras pero no
en preparaciones purificadas de la enzima, y la nitrogenasa se protege de la inactivacion por O, en
tales organismos mediante una rdpida eliminacion del O, por respiracion, por la produccion de
capas mucosas que retienen O; o por compartimentalizacion de la nitrogenasa en un tipo especial de
células (los heteroquistes). Ademas, aunque la fijacion de N, no ocurre en extractos celulares
oxigenados, en fijadores aerobios de nitrogeno como Azofobacter, la nitrogenasa se protege de la
inactivacién por oxigeno mediante formacion de complejos con una proteina especifica, esto se
conoce como proteccion conformacional

Frankia protege su nitrogenasa situdndola en un extremo hinchado de las células, que se conoce
como vesicula. Las vesiculas tienen unas paredes gruesas que actiian como barreras a la difusion de
0, ,y que mantienen la tension de O, en su interior a niveles compatibles con la actividad de la
nitrogenasa. En este aspecto, las vesiculas de Frankia se parecen a los heteroquistes producidos por

algunas cianobacterias filamentosas, porque son sitios localizados de fijacion de N B,

2.4.4 Valoracion de ia nitrogenasa
Anteriormente era dificil demostrar que un organismo tenia la capacidad de fijar nitrégeno; de
hecho, muchos trabajos sobre fijacion de nitrogeno en algunos microorganismos se ha visto luego

que eran erroneos. El crecimiento de un organismo en un medio al que no se afiaden compuestos
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nitrogenados no significa, por si solo, que el organismo esté fijando nitrégeno del aire, porque a
menudo existen trazas de compuestos nitrogenados como contaminantes de los ingredientes del
medio de cultivo o entran al medio en forma gaseosa o como particulas de polvo.

Actualimente existen dos métodos que se utilizan para detectar la nitrogenasa, el método de la

reduccién del acetileno y el método con isGtopo estable "N, los cuzles se describen a continuacion.

2.4.4.1 Método de la reduccion del acetileno

La nitrogenasa no es por completo especifica para el N;, ya que también puede reducir cianuro
(CN), acetileno (HC=CH} y varios compuestos con triples enlaces. La reduccion del acetileno por
la nitrogenasa es un proceso en el que intervienen dos electrones y se produce etileno (H,C=CHy).

E! descubrimiento de Schollhorn y Burris , y Dilworth en 1966%, de que el compejo enzimético
nitrogenasa, para la fijacion de nitrégeno reduce acetileno a etileno, sugirié que la cuantificacién de
la reduccidén del acetileno podia ser usada como un indice de la cantidad de nitrogeno fijado. El
método de Ia reduccidn del acetileno puede emplearse como un indice de la fijacién de nitrogeno in
situ, en suelos, en plantas noduladas y en ambientes acudticos. El etileno producido a partir del
acetileno puede medirse por cromatografia de gases después de 5 segundos a 30 minutos después de
la exposicion del acetileno a los agentes fijadores de nitrogeno.

Probablemente la produccién de acetileno no tiene utilidad alguna para la célula, pero suministra
al experimentador un medio sencillo y rapido de ensayar la actividad de sistemas fijadores de
nitrégeno, por que es relativamente facil medir la reduccion del acetileno a etileno por
cromatografia de gases (Figura 2.4). Esta técnica se usa ampliamente en la actualidad para detectar
ia fijacion de nitrogeno en sistemas desconocidos.

En la Figura 2.4 se esquematiza ¢l ensayo de la reduccion del acetileno para determinacion de la
actividad nitrogenasa. Cuando el experimento comienza (tiempo 0), los resultados no muestran

C,Hs, pero a medida que pasa el tiempo la produccion de C,H, se incrementa. Cuando se produce
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C,H, se consume C;H,. Si el vial contuviera un extracto enzimatico, las condiciones deberian ser

. . . s 59
andxicas aunque la nitrogenasa fuera de una bacteria aerdbica™.
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Figura 2.4 Ensayo de la reduccion del acetileno para determinacion de la actividad nitrogenasa.

2.4.42 Método con is6topo estable °N

La prueba definitiva de la fijacion de N, se basa en usar un isétopo de nitrogeno, N, como
sonda ( "N no es un isétopo radiactivo, sino un isétopo estable, que se detecta con un espectrometro
de masas). La fase gaseosa de un cultivo se enriquece con N y tras incubacion, las células y el
medio se digieren, el amoniaco producido s analizara en cuanto a su contenido de '°N. Si ha habido
una produccién significativa de NH; marcado con BN, es una prueba de fijacion de nitrégeno. No
obstante, el método de la reduccion del acetileno, aunque indirecto , es mas rapido, y sensible para
medir la fijacién de nitrégeno. La muestra, que puede ser suclo, agua, un cultivo, 0 un extracto
celular, se incuba con acetileno y se analiza mas tarde la fase gaseosa de la mezcla de reaccion para

ver si hay produccion de etileno por cromatografia de gases (Figura 4.2). Este método es mucho
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mas simple y rapido que otros y puede adaptarse ficilmente para uso de campo en estudios
ecologicos de bacterias fijadoras de N, en sus propios habitats.

Ventajas del método de la reduccion del acetileno sobre el método con is6topo estable "°N:

A. El método es relativamente econémico, el nico gasto mayor es el cromatdgrafo de gases,
cuyo valor es Ia décima parte de un espectrometro de masas. El acetileno purificado es mucho mas
econdmico que el isétopo estable °N.

B. La sensibilidad es muy alta. Se requieren cinco segundos para nodulos radiculares y en
estudios con cianobacterias 30 minutos de exposicién. En la mayoria de las investigaciones con "N
se requieren periodos de 6 a 24 horas. La baja sensibilidad de 1a técnica con N requiere un tiempo
de exposicion mayor con la muestra que con el método de la reduccion del acetileno.

C. El equipo es facil de manejar, la cromatografia de gases es una técnica mas rapida y requiere

menor tiempo de aprendizaje que la espectrometria de masas®.
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CAPITULO 1

MICROORGANISMOS FITJADORES DE NITROGENO

3.1  Fijacién no simbiotica de nitrégeno. Microorganismos de vida libre

La precipitacion pluvial puede agregar varios kilogramos de amonio y nitrato por hectirea y las
descargas eléctricas de la atmosfera regresan una pequefia cantidad de nitrogeno al suelo. Por otra
parte, la fijacion biolégica tiende a ajustar el balance de nitrogeno, por lo que a pesar del
crecimiento de ia industria de los fertilizantes, aiin es necesario estimular a los agentes microbianos
responsables de regresar el nitrégeno gaseoso al suelo™®.,

La fijacion no simbidtica del N, es efectuada por las bacterias de vida libre que hacen uso del N,

por medios no simbidticos’.

A continuacion se describen los principales géneros de microorganismos de vida libre que

realizan fijacién no simbiética de nitrégeno.

3.1.1  Azotobacter
E} género Azotobacter comprende bacilos gram negativos de gran tamafio, que son aerobios
estrictos y pueden fijar N». En la Figura 3.1 sc muestra Azotobacter vinelandii: (a) céhlas

vegetativas y (b) quistes, por microscopia de contraste de fase. Didmetro aproximado de la célula 2

pm, y del quiste 3 pm’”.
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(a} 'j‘;{

Figura 3.1 Azatobacter vinelandii: {a) células vegetativas y (b) quistes

L. Sndett

z (i}

El primer miembro de este género fue descubierto a principios del siglo XX por el microbidlogo
holandés M. W. Beijerinck, usando un cultivo de enriquecimiento a partir de un medio desprovisto
de cualquier fuente de nitrogeno combinado. Aunque Azotobacter puede crecer con Na, como finica
fuente de nitrogeno, lo hace mas rdpidamente con NHs; en realidad al afiadir NH; se reprime la
fijacion de nitrégeno. Se ha trabajado mucho para evaluar la funcidn de Azotobacter en la fijacion
de nitrogeno en la naturaleza, especialmente en comparaciéon con el microorganismo anaerobio
Closiridium pasteurianum, y con los simbiontes del género Rhizobium. Azotobacter presenta interés
también por ser el organismo vivo que tiene la tasa respiratoria mas alta (medida como la tasa de
entrada de O,). Ademads de su importancia ecologica y fisiologica, Azotobacter es interesante por su
capacidad de formar una estructura de reposo comimn, llamada quiste o cisto (Figura 3.1).
Filogenéticamente, Azotobacter pertenece al grupo gamma de las Proteobacterias. En [a Tabla 3.1

. . r r s o . &
se enlistan las bacterias (fototroficas anoxigénicas) rojas y verdes’ >
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Tabla 3.1 Bacterias (fofotrdficas anoxigénicas) rojas y verdes®

Grupo Género

Grupo Alpha Rhodospirillunt®, Rhodopsetdomonas”,
. Rhodobacter”, Rhodemicrobiunt®,
Rhodovulum®, Rhodopila®, Rhizobium,
Nitrobacter, Agrobacterium,
Agquaspirillum, Hyphomicrobium,
Acetobacter, Gluconobicter, Beijerinckia,
Paracéicus, Pseudomonas (some species)

Grupo Beta Rhodocyclus®, Rhodoferax®, Rubrivivax®,
Spirillum, Nitrosomonas, Sphaerotilus,
Thiobacillus, Alcaligenes, Pseudomoins,
Bordetella, Neisseria, Zymotnonas

Grupo Gamma Chromatium®, Thiospiritlhum®, y atras
bacterlas plarpuras del azufre®, Beggiaton,
Leucothrix, Escherichia y otras
bacterias entéricas, Legionelln,
Azotobacter, especies fluorescentes de
Psendonionas Vibrio

Grupo Delta Myxocaccus, Bdellovibrio, Desulfouibrio
y otras bacterias reductoras de sulfato
Desuifuromonas

Grupo Epsilon Thiovnium, Wolinella, Compylobacter,
Helicebacter

Grupos representativos de organismos fototréficos.

En la Figura 3.2 se observa la diversidad evolutiva de las bacterias rojas (Proteobacteria), que da

. - s 59
lugar a organismos relacionados no fototroficos™:

aclerias rojas bet
ot

Quumiohtotrofos
’ Quimiocrganotsolos

Quimiolitotrofos

Quimio-
Iitotrofos

Quimigorganalrofos

Bacterias rojas épsilon
_(lodas quimioorganotrofas)

Bacterias rojas delta
Fototrofo

Kmdas quimiocorganotrofas

R L et T Tt

Pérdida de capacidad
fotosintéhica

Fololrofo ancestrak
Figura 3.2 Diversidad evolutiva de las bacterias rojas (Proteobacteria), que da lugar a

organismos relacionados no fototroficos.
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Azotobacter es el representante del grupo mas intensamente investigado, pero no debe tomarse la
vasta bibliografia refacionada con el género como indicador de que sea el mis importante en la
naturaleza. Las células de Azotobacter son bastante grandes para un procariota; muchos aislados
son del tamarfio de levaduras, con diametros entre 2 y 4 um o mds. El pleomorfismo es frecuente en
este género y se han descrito diferentes formas celulares y tamafios. Algunas cepas presentan
motilidad por flagelos peritricos. En medios con carbohidratos las bacterias de vida libre fijadoras
de N; forman capsulas gruesas o capas de mucilago (Figura 3.3). dzotobacter puede crecer a partir
de una gran variedad de carbohidratos, alcoholes y 4cidos organicos. El metabolismo de los
compuestos de carbono es estrictamente oxidativo y raramente se producen dcidos u otros productos
de fermentacion. Todos sus miembros son fijadores de nitrogeno, pero pueden crecer también en
medios que contengan formas sencillas de nitrégeo combinado: amoniaco, urea, nitrato y nitrito.
Los miembros de este género son mesofilos y su temperatura Optima es cercana a los 30°C. Cuando
las cepas de Azotobacter utilizan la forma gaseosa del elemento, la ganancia de nitrogeno puede
exceder 1.0 mg de nitrégeno por mililitro de medio de cultivo. La eficiencia, medida como N, fijado
por unidad de azGcar degradada, frecuentemente es muy baja de 5 a2 20 mg de N; por gramo de
azcar oxidada, aunque se han registrado algunas veces valores que exceden los 30 mg”™,

A pesar de que Azotobacter sea aerobio estricto, su nitrogenasa es sensible al O, como las demds
nitrogenasas. Se cree que su elevada tasa respiratoria, tenga por objeto proteger a la nitrogenasa del
0,. Su metabolismo mantiene la concentracion intracelular de O, suficientemente baja para que la
nitrogenasa no se inactive.

Como las endosporas bacterianas, los cistos o quistes de Azotobacter (Figura 3.1) muestran una
respiracion endogena minima y resisten la desecacion, la desintegracion mecanica y las radiaciones
ultravioleta ¢ ionizantes. No obstante, a diferencia de las endosporas, los quistes no son
especialmente resistentes al calor y no estdn completamente en estado latente, porque oxidan

rapidamente las fuentes de energia exogena. La fuente de carbono del medio influye mucho en la
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formacion del quiste, el butanol es especialmente favorable. Algunos compuestos relacionados con
el butanol, como el beta-hidroxibutirato, también favorecen la formacion de quistes.

. La bacteria fijadora de N, que se encuentra con mayor frecuencia en suelos de regiones
templadas es Azotobacteer chroococcum. Las densidades de Azotobacter varian de cero a varios
miles por gramo y no es comiin encontrar cifras que sobrepasen 10°, siendo ain mas raro encontrar
valores que excedan j0* por gramo en suelos de la zona templada y en muchas de las zonas
tropicales. La escasez de estos organismos en tales sitios, indica que no son un constituyente
importante para la fijacion de N,, aunque puedan aislarse facilmente y hayan sido ampliamente
estudiados. Por otra parte, hay localidades donde la poblacién es particularmente grande: algunas
veces exceden los 10° por gramo de suelo en regiones del norte de Africa, y en las raices de algunos
pastos tropicales pueden abundar las azotobacterias; bajo estas circunstancias especiales el género

puede contribuir sustancialmente a las ganancias de nitrégeno™.

35



3.1.2 Azomonas

Azomonas es un género de bacterias con forma bacilar, de gran tamafio, fijadoras de Ny, que se

. L. for 59
parecen a Azotobacter, excepto en que no producen quistes y son principaimente acuaticas™.

3.1.3  Beijerinckia

Las especies de Beijerinkia son también fijadoras aerobias de N, pero sblo crecen bien en
condiciones acidas y algunas veces se desarrollan a un pH tan bajo como 3. Las especies de
Beijerinckia se encuentran en suelos tropicales y se han aislado cepas en Sudamérica, Asia, norte de
Australia y areas tropicales de Africa; su nimero varia de unos pocos a varios miles por gramo.

Beijerinckia raramente se distribuye en suelos de zonas templadas®*.

3.1.4 Derxia

Derxia es un género aerobio, acido tolerante y crecera en medios con pH de 5 a 9. En suelos de
Astia y Brasil se han detectado cepas de Derxia, pero el grupo ha recibido escasa atencion. En la
Figura 3.3 se observa un ejemplo de la produccion de limo por bacterias de vida libre fijadoras de
N.. (a) Células de Derxia gummosa en el limo. Anchura aproximada de 1 a 1.2 um. (b) Colonias de
especies de Beijerinckia creciendo en un medio con carbohidratos. Se aprecia la apariencia

deslizante de las colonias debido a la abundancia de limo capsular®.

FS
4
%
I
-

3 H Braking

()

Figura 3.3 Ejemplo de produccion de limo por bacterias de vida libre fijadoras de N,

(a)Células de Derxia gummosa en el limo, (b) Colonias de especies de

Beijerinckia
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3.1.5 Azospirillum lipoferum

Azospirillum lipoferum es una bacteria fijadora de Na, que originalmente fue descrito por M. W.
Beijerink en 1922, que le dio el nombre de Spirillum lipoferum. En los Gltimos afios el interés por
este microorganismo ha aumentado porque se ha descubierto que establece una asociacion un tanto
casbal con raices de plantas tropicales. Se encuentra en la rizosfera, donde se alimenta de productos
excretados por las raices. Puede crecer también alrededor de raices de plantas cultivadas, como el
maiz (Zea mays). La inoculaciéon del maiz con 4. lipoferum puede originar un ligero aumento
(aproximadamente el 10%) del rendimiento de esta planta. En la Tabla 3.3 se presentan las

P - . H 9
caracteristicas de los géneros de las bacterias en forma de espiral>”:

Tabla 3.3 Caracteristicas de los géneros de las bacterias en forma de espiral®

A e o B T, ST TR AT IO AT YT T R T B e LT ]

Género Grupo de rRNA 165 Caracteristicas DNA (mol % GO)

Spinithan Beta Didmetro celular de 1,7 ym, microaerofilica, de agua duie 36-38

Aguaspiriine. Alfa o beta Diametro cefular de 0,2-1,5 ppy; aerdbia, de agua dulce 49-66

Oceanospirti on GCamma Diametro celular de 0,3-1,2 pmy; aercbia; martna {requiere 3% de NaCl) 42-51

Azospiriine Alfa Diametro celular de § pm, microaerofilica, sus hdbitats son el suelo v la rizosfera; fija N, a5-70

Herbaspirddive, — Didmetro celular de 0,6-0,7 pm; microaerofilica; sus habitals son el suelo y la nzesfera, fija N, 66-67

Cimplyloba ar Epsiton Didmetro celular de 0,2-0,8 pmy, desde mcroaerofilica hasta anaerdbica, patégena ¢ 30-38
comensalista en humanas y animales; flagelo polar inio

Heliwobicte: Epsi]on Didmetro celular de 0,5-1 pm, cresta (tuft) de flagelos polates, se azoqa con las tlceras —
pildricas en humanos

Bedelflovilr Deilta Diametro celular de 0,25-0,4 pmy; acrobio; depredador de otras bacterias; un tunico flagelo 33-52
polar recubrerto

Sprrosoma Grupo de Didgmetro celular de 0,5 yum; bagilos curvados formande amtlos; inmévil, aerobio; a veces 6669

Bacleroudes- con vesiculas de gas

Elavotacteruun

“Tiklos son Gram negalivo y respiratorios pera nunca fermentativos.
+*Todos fos géneros excepia Spiraspma pertenecen a las bacterias rojas (Proteobacterias)

En ia Tabla 3.4 se presentan las principales caracteristicas de los géneros de bacterias aerobias

fijadoras de nitrogeno de vida libre™:

Tabla 3.4 Géneros de bacterias aerobias fijadoras de nitrdgeno de vida libre®

Género Nimero de especies Caracteristicas DNA (mol % GC) |
Azofobacter 6 Bacilo grande; produce cistos; se encuentra principalmente en suelos de neutros a alcalinos 6367
Azomonns 3 Baciio grande; sin cistos; principalmente acuético 52-59
Azospirittum 4 Bacilo microaerofilico; asociado a plantas 69-71
Beijerinckia 4 Bacilo en forma de pera con cuerpos grasos grandes en cada extremo; producadn extensa 54-59

de limo; habita en suelos &cidos )
Derxin i Bacilos; forma colonias toscas y arrugadas 69-73

*Todas las especies examinadas pertenecen a las bacterias rojas, principalmente a las subdivisiones alfa ¥ gamma
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3.1.6  Acetobacter diazotrophicus

Este microorganismo crece en el tejido vascular de la cafia de azficar y fija cantidades
sustanciales de N. Esta planta necesita para su crecimiento una elevada concentracion de sacarosa,
lo que hace pensar que la asociacion planta-bacteria en este caso estd mas desarrollada que la de

Azospirillum®,

3.1.7 Bacterias fotosintéticas

Las bacterias fotosintéticas fijadoras de N, se dividen en tres grupos: bacterias parpura no
sulfurosas, bacterias purpura sulfurosas y bacterias verdes sulfurosas. Todas son afectadas
favorablemente por la luz, pero son inhibidas por el O, La tasa de asimilacion del Na por las
bacterias fotoautdtrofas es muy lenta, requiriéndose de periodos de semanas para obtener ganancias
de 100 microgramos de nitrégeno por mililitro de medio de cultivo. Las bacterias plirpura no
sulfurosas se encuentran en suelos anegados y en zanjas, cieno de lagos o fondos marinos, pero
estan ausentes en tierras de cultivo o bosques. Sin embargo, cuando suelos de los {répicos se
inundan, algunas veces pueden florecer estas bacterias. De esta manera, los campos de arroz de Asia
pueden motrar algunas veces la presencia de 10 a 10° células de bacterias piirpuras no sulfurosas o
de casi ninguna a 10° células de bacterias purpura sulfurosas por gramo; algunas veces se han

registrado cifras superiores.

3.1.8 Cianobacterias
Las cianobacterias son comunes en campos bien drenados pero son mas abundantes en suelos
inundados. Muchas cianobacterias del suelo crecen en soluciones de cultivo carentes de compuestos
nitrogenados y llevan a cabo un aumento en el contenido de nitrégeno del medio. De cualquier
manera, no todas la cianobacterias y ningun representante de las aigas pueden utilizar N,. La
fijacion del nitrogeno realizada por las cepas activas se estimula por el incremento de la intensidad

luminosa, aunque la fuz en exceso es inhibitoria. invariablemente la transformacion es lenta y una
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ganancia de 30 a 115 microgramos de nitrogeno por mililitro de solucién requiere de 1 /2 a 2 meses
para la mayoria de los aislamientos de Aulosira, Anabaenopsis, Anabaena, Cylindrospermun,
Nostoc y Tolypothrix. Por lo tanto, la fijacion es mucho menos rapida que con azotobacterias o
clostridios. Algunas cianobacterias crecen lentamente en cultivos puros en la oscuridad, con tal que
haya azicar que pueda utilizarse como fuente de carbono y energia para el metabolismo
heterotrofico, aungue las ganancias de nitrégeno son pequefias. Es probable que la fijacion de N en
la oscuridad, realizada por las cianobacterias, no sea de importancia ecologica. Sin embargo, en la
juz, Jas cianobacterias y la simbiosis leguminosa-Rhizobium tienen una marcada ventaja sobre los
organismos heterotrofos que emplean N, (su capacidad de desarrollarse sin depender del
abastecimiento limitado de carbohidratos degradables en el suelo)*>”.

Algunas cianobacterias filamentosas, tales como Anabaena, Cylindrospermum y Mastigocladus,
poseen estructuras conocidas como heteroquistes. Los heteroquistes son células redondas y con
aspecto de estar mas o menos vacias, que se encuentran distribuidas regularmente a lo largo de un
filamento o en un extremo del mismo (Figura 3.4). Los heteroquistes se forman por diferenciacion
de las células vegetativas y son los Unicos lugares en que se produce la fijacion de nitrogeno por
parte de las cianobacterias. En la Figura 3.4 se observa la cianobacteria Anabaena sp. mostrando los

heteroquistes® >:

Figura 3.4 Anabaena sp. mostrando los heteroquistes
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Los heteroquistes tienen conexiones intercelulares con las células vegetativas adyacentes con las
que establecen un infercambio de materiales. Asi, productos de la fotosintesis se desplazan de las
células vegetativas a los heteroquistes y productos de la fijacion de nitrégeno se desplazan de los
heteroquistes a las células vegetativas. Los heteroquistes tienen un contenido bajo de ficobilinas y
carecen del fotosistema I, que es ¢l fotosistema de la fotosintesis oxigénica. Presentan una pared
celular engrosada, con grandes cantidades de glucolipido, que sirve para disminuir la difusién de O;
al interior de la célula. Debido a la labilidad de la enzima nitrogenasa en presencia de oxigeno,
parecc probable que el heteroquiste, al mantener un ambiente andxico, estabiliza el sistema de
fijacién de nitrégeno en organismos que, no solo son aerdbicos, sino que ademds liberan oxigeno.
En realidad, algunas cianobacterias filamentosas que no producen heteroquistes producen
nitrogenasa y fijan nitrogeno en células vegetativas normales cuando se cultivan en medios
anaerobicos. Sin embargo, unas pocas cianobacterias unicelulares del tipo de Gioeothece,
formadoras de vainas (Figura 3.5) no producen heteroquistes, pero tampoco fijan nitrégeno en
condiciones anaer6bicas. Algunas especies marinas de Oscillatoria también fijan nitrégeno sin
heteroquistes y producen una serie de células en el centro del filamento que carece de actividad del
fotosistema 11, la fijacion de nitrogeno se lleva a cabo s6lo en esta region que no produce O,.

En la Figura 3.5 se muestra la diversidad morfologica entre las cianobacterias: los c¢inco
principales tipos morfologicos de cianobacterias: (a) Unicelular, Gloeothece, por contraste de fase;
didmetro 5-6 um; (b} colonial, Dermocarpa, por contraste de fase; (c) filamentosa, Oscillatoria, por
campo brillante; anchura aproximada 15 pm; (d) heteroquiste filamentoso, Anabaena, por contraste

de fase; anchura aproximada 5 pum; (¢) ramificacion filamentosa, Fischerella, por campa brillante™:
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Figura 3.5 Diversidad metabolica entre cianobacterias: los cinco principales tipos morfoldgicos.

(a)Unicelular, Gloeothece; (b) colonial. Dermocarpa; (¢} filamentoso, Oscillatoria;

{d) heteroquiste filamentoso, Anabaena; (€) ramificacidn filamentosa, Fischerelia.

La nutricién de las cianobacterias es sencilla. No requieren vitaminas y utilizan nitrato o amonio
como fuente de ntrogeno. También son comunes las especies fijadoras de nitrogeno. Las especies
estudiadas son en su mayor parte fototrofos estrictos, que no pueden crecer en la oscuridad,
alimentandose de compuestos organicos. Sin embargo, algunas cianobacterias en presencia de luz
pueden asimilar compuestos organicos sencillos, como glucosa y acetato. Aparentemente no pueden
producir ATP por oxidacién de compuestos orgénicos, pero si obtienen ATP mediante
fotofosforilacion, pueden usar compuestos organicos como fuente de carbono. Algunas especies,
principalmente formas filamentosas, crecen en la oscuridad a partir de glucosa u otros azicares,
utilizando el material organico como fuente de carbono y energia. Hay cianobacterias que realizan
fotosintesis anoxigénica usando séio el fotosistema I cuando hay sulfuro en el ambiente.

Las cianobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en hébitats terrestres
y acuaticos. tanto en aguas continentales como en el mar. Por regla general toleran mejor los

ambientes extremos que las algas y suelen ser los organismos predominantes, si no los {nicos, en
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los manantiales de aguas termales. (véase Tabla 3.5), lagos salados y otros ambientes extremos.
Unas pocas cianobacterias viven en simbiosis con hepdticas, helechos y cicadales; algunas se
encuentran como componentes fototroficos de los liquenes. En el caso del helecho de agua Azollg,
se ha demostrado que el endéfito cianobacteriano {(una especie de Anabaena) fija nitrogeno, que
pasa a disposicion de la planta.

En la Tabla 3.5 se presentan los géneros y grupos de cianobacterias®:

Tabla 3.5 Géneros y grupos de cianobacterias

Grupo Géneros

Grupo I-—Unicelulares: células iinicas o Glozothece (Figura 16.20a), Gloeobacter, Synechoceccus, -
agregados celulares Cyanothece, Gloeocapsa, Synechocystis, Chamaesiphor '
Grupo II—Pleurocapsaleanos: se Dermocarpa {Figura 16.20b), Xenococcus, Dermocarpelia,

reproduce por la formacion de pequefias  Plenrocapsa, Myxosarcina, Chroococcidiopsis
céhslas esféricas llamadas baeocistos
producidas a través de fisién miltiple

Grupo Il[—Oscilatorias: Células Oscillaforia (Figura 16.20c), Spirulina, Arthrospira,
filamentosas que se dividen por fision Lyngbyn, Microcelens, Psendanabaena

binaria en un Bnico plano

Grupo IV—Nostocaleanos: Células Anabaena (Figura 16.20d), Nostoc, Calotitrix, Nodularia,

filamentosas que producen heterocistos  Cuylinedrosperiim, Scytonema

Grupo V— Ramificadas: Las células se Fischerella {Figura 16,20e), Stigonema, Chlorogloeopsis,
dividen para formar ramificaciones Hapnlesiphon

S¢ ha demostrado la composicion de las bases del DNA de varias cianobacterias. Algunas
formas unicelulares varian del 35 al 71% de GC, un margen tan amplio, que parece indicar que el
grupo contiene muchos miembros sin ninguna relacion entre ellos. Por otra parte, los valores para
las especies que forman heteroquistes varian mucho menos, del 39 al 47% de GC.
Filogenéticamente, las cianobacterias agrupan muchas lineas en la mayoria de casos. Las especies
filametosas con heteroquistes y sin ellos forman grupos claros, y lo mismo ocurre con las formas
ramificadas. Sin embargo, las cianobacterias unicelulares son muy diversas en cuanto a su filogenia,
ya que sus representanies muestran un parentesco evolutivo con varios grupos distintos y parecen

tener poca relacion filogenética entre ellas.
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3.1.9 Bacterias del hidrogeno

La mayoria de las bacterias del hidrégeno prefieren condiciones microdxicas cuando crecen
quimiolitotroficamente con Hs, debido a la sensibilidad al oxigeno que presentan las hidrogenasas.
Tipicamente, el mejor crecimiento se obtiene con una concentracion de oxigeno aproximada del
10% (la mitad que en el aire). El niquel debe estar presente en el medio para que crezcan las
bacterias del hidrogeno, ya que practicamente todas [as hidrogenasas contienen Ni*'como cofactor
metélico. Algunas bacterias del hidrgeno también fijan N, molecular y cuando crecen con Ny, fos
organismos son muy sensibles al oxigeno, dado que la enzima nitrogenasa necesatia para la
reduceién del nitrogeno molecular es sensible al oxigeno. A diferencia de las bacterias nitrificantes
o de los metandtrofos, las bacterias oxidadoras de hidrogeno generalmente carecen de membranas
internas; aparentemente la membrana plasmdtica de estas bacterias puede integrar suficiente

concentracion de hidrogenasa para mantener una alta tasa de oxidacién de Ha.

3.1.10 Metandtrofos

El metano, CH,, es muy abundante en la naturaleza. Es producido en ambicntes anoxicos por
bacterias metanogénicas y es el principal gas de los lodos andxicos, zonmas pantanosas, zonas
anoxicas de algunos lagos, y el rumen y el intestino de los mamiferos. Es el principal constituyente
del gas natural y también estd presente en muchas formaciones carboniferas. Su molécula es
relativamente estable, pero un grupo variado de bacterias, los metanétrofos, lo oxidan rdpidamente
utifizando metano y algunos otros compuestos de carbono como donadores de electrones para
generar energia y como fuente tnica de carbono. Estas bacterias son todas aerdbicas y en la
naturaleza se encuentran distribuidas en el suclo y el agua. Son de tipos mortologicos diversos;
siendo su {nica relacion aparente la capacidad de oxidar metano.

Las bacterias oxidadoras del metano también son Gnicas entre los procariotes por poseer
cantidades relativamente grandes de esteroles. Los esteroles se encuentran en los eucariotes como

parte funcional del sistema de membranas, pero estdn ausentes en la mayoria de los procariotes. En
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los metanotrofos, los esteroles pueden ser una parte esencial de su complejo sistema interno de
membranas que interviene en la oxidacion del metano.

Los metandtrofos estan distribuidos ampliamente en ambientes acudticos y terrestres; se
encuentran donde haya una fuente estable de metano. Cuando este compuesto se produce en las
regiones anoxicas de lagos, asciende a través de la columna de agua y los metandtrofos se
concentran frecuentemente en la banda estrecha de la termoclina, donde el metano procedente de la
zona andxica se encuentra con el oxigeno de la zona dxica. Aunque los metandtrofos son aerobios
estrictos, son sensibles al O, a concentraciones normales y prefieren habitats microdxicos para su
desarrollo. Una explicacion de su sensibilidad al O, puede ser que muchos metandtrofos acudticos
fijan al mismo tiempo N> y la nitrogenasa es sensible al O, por lo que el desarrollo éptimo se da
cuando las concentraciones de O, son bajas. Las bacterias oxidadoras de metano desempefian un
papel sencillo, pero probablemente importante, en el ciclo del carbono, convirtiendo de nuevo el
metano precedente de la descomposicion andxica en material celular (y en CO;). Dentro de los
géneros fijadores de nitrogeno se encuentran: Methylococcus, Methylosinus y Methylocystis.

En la Tabla 3.6 se indican algunas caracteristicas de las bacterias metanotréficas™:

Tabla 3.6 Algunas caracteristicas de las bacteria metanotréficas

Ciclo del Via de Fija-

DNA

Grupo Periodo Membranas  acido asimilacién cion  {mol

Organisio Morfologia 165 rRNA" de {atencia internas® citricoc del carbone” del N, % GO

s Hidonronns Bacilo Bacterias Cuerpos I Incompleto Ribulosa No 50-54
purptircas gamma  hipo cistes monofosfalo

Yiethtomicroluunt Bacilo Bacterias Ninguno | lncompleto Ribuwlosa No 49-60
purplreas gamma monotosfato

Methululacter De coco a Bacterias Cuerpos | Incompleto Ribulesa No 50-54

elipsoide purptireas gamma  tipo cistes monatosfato

Methulococons Coco Bactenias Cuerpos l Incompleto Ribulosa S5i 62-64
purpdreas gamma - tipo cistes monotostato

Netinitosimns Bacilo o vibrioide Bacterias Exoesporas I Completo Serna Si 63
purpureas alfa

NMethulocysts Bacile Bacterias Exoesporas (1 Completo Serina Si 63

purprireas alfa
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3.1.11  Clostridiam

Los anaerobios dominantes que utilizan N, son miembros del género Clostridium. Las
poblaciones de clostridios fijadores de N, en terrenos de cultivo pueden ser tan pequefias como 10°
o tan grandes como 10° por gramo. Bajo algunas condiciones se han detectado 10° clostridios por
gramo.

Los clostridios carecen del sistema de citocromos y de un mecanismo para la fosforilacién por
transporte de electrones; por tanto, obtienen ATP sélo mediante la fosforilacion a nivel de sustrato,
En los clostridios se conocen diferentes mecanismos anaerdbicos de produccion de energia. La
separacion del género en subgrupos se basa precisamente en estas caracteristicas y en la naturaleza
del donador de electrones usado. En la Tabla 3.7 se pesentan las caracteristicas de algunos grupos

del género Clostridium, segin los sustratos que fermentan vy los productos obtenidos™:

Tabla 3.7 Caracteristicas de algunos grupos del género Clostridium

[ == - o s Siaan s g <. - A TR S R T I TR R B T VM SN P VN 28 R T S 2 B P S iy N
Caracteristicas clave Otras caracleristicas Especies DNA (mol % GC)
I. Fermentan carbohidratos Productos de fermentacién: acetato, lactato,
Fermentan celulosa sucernato, etanol, CO,, H, C. cellotwparum 28
o Prachictos de fermentacion: acetona, C. thermacelfin 38-3%
Fermentan aziicares, almiddn y pectina pyyanat, etanol, isopropanol, butirato, C buiyricum 27-28
- - = acek Mutulic
acetato, propionato, succinato, CO., H,, C acek butylicum 28-29
algunos fyan N, C paszcurianun 26-28
i . C. perm.oers 24-27
Sintesis total de acetato a partir de CO,, - ! \ o
resencla de cif 1 - C Hiernwsulturogeres 33
Fermentan azidcares, principalmente  PrOSentia de Clioramos &R agunas especies C acetoam 33
a aado acshtico Células anulares que torman cadenas . thermoacefi i 54
helicoidales que giran hacia la izqusierda; C. formicoareticin 3
Fermentan unicamente pentosas productos de fermentacidn: acetato, C metilpentosum 46
o metilpentasas prapianate, #-propangl, CO,, H,
Productys de fermentacion: acetato, otros
1. Fermentan proteinas o aminodcidos  dcidos grasos, NH,, CO,, a veces H,; algunas C sporugenes 2%
también fermentan azicares hasta butirato y C tetan 576
acetalo, pueden producic exotoxinas C boluheain 26-28
Fermenta compuestos de tres carbonos hasta C. telamomorpluon 25-28
propionato, acetate y C0O, C prapiemcuis 35
Productos de fermentacidn de la glucosa:
H1. Fermentan carbohidratos acetato, formato, pequenias cantidades de C bifermentans 27
o aminoicidos sobutirato v isovalerato
Fermenta acide tirico y otras purinas
V. Fermentadores de purinas formando acetato, CO, y NH, C. acudunict 27-30
Produce butirato, coproato y H,; reguiere
V. Fermentacién del etanol acetate comn aceptor de electrones, no utidiza C khomert a0
a acidos grasos aziicares, aminodcidos o purinas
e ST Lt P . e L L an L, ST R T A T
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Algunos clostridios fermentan azlcares y tienen como producto final principal dcido butirico.
Algunos producen también acefona y butanol y hubo un tiempo en que la fermentacion de los
clostridios que produce acetona tenia importancia industrial y era la principal fuente comercial de
dichos productos. Algunos clostridios productores de acetona y butanol fijan N; el fijador mas
importante es Clostridium pasteurianum, que es posible que sea el principal responsable de la
fijacion anaerdbica de nitrogeno en el suelo. Otras especies dominantes que utilizan N, parecen ser
C. butyricum y C. acetobutyricum, pero se han enconirado otras especies que llevan a cabo el
mismo proceso bioquimico. Los clostridios proliferan cuando se agrega materia organica y
frecuentemente son abundantes alrededor de las raices de los vegetales. En contraste con las
azotobacterias, que generalmente son mas abundantes, los clostridios se encuentran en sitios con pH
de 5.0 y son capaces de crecer a un pH de 9.0. La incorporacion de N», bajo condiciones adecuadas,
es apreciable y se fijan mas de 180 microgramos de nitrdgeno por mililitro de medio de cultivo. La
eficiencia es baja y solo de 2 a 10 mg de nitrogeno se asimilan por gramo de carbohidrato

H 8.5
consumido®®,

3.1.12  Azoarcus

Azoarcus es un género de bacterias respiratorias estrictas, fijadoras de nitrégeno, que pertenccen
a la subclase beta de las Proteobacterias’. La mayoria de las especies han sido aisladas de las raices
y tallos del pasto Kallar (Zeptochioa fusca (L.) Kunth)™"”, que crece como pionero en suelos
afectados por sal y de baja fertilidad en Punjab, Pakistdn®'. Actualmente las especies del género
Azoarcus se dividen en cinco grupos“: grupo A: Azoarcus tolulyticus, Azoarcus evansii, Azoarcus
indigens. grupo B: Azoarcus communis, grupo C: Azoarcus sp., grupo D: Azoarcus sp., grupo E:
Azoarcus sp.Las diferencias existentes entre los distintos grupos se basan en el analisis del rRNA
16S. Estudios hechos con los genes estructurales de la nitrogenasa de 4zoarcus y DNA de las raices
del arroz cultivado en campos japoneses”, indican que A-coarcus sp. podria establecerse

40
naturalmente en el arroz".
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3.1.13  Otras bacterias fijadoras de nitrogeno

Poco se sabe acerca de la ecologia o frecuencia de otras bacterias fijadoras de N, Muchos
aislamientos de Klebsiella catalizan la reaccion, pero la abundancia de este género en la naturaleza
no se ha estudiado ampliamente. Sin embargo, en estudios individuales de suelos se ha descubierto
la presencia de 20 a 18,000 Klebsiella y menos de 10° células de Enterobacter y Bacillus por gramo
potencialmente capaces de utifizar N,. Algunas veces, Bacillus polymyxa puede ser el principal

fijador de N, en ciertas regiones de la tundra de Alaska’.

3.2  FLJACION SIMBIOTICA DEL NITROGENO

3.2.1 El proceso de I fijacién simbibtica del nitrogeno

El continuo agotamiento de las fuentes de nitrogeno del suelo v la necesidad de producciones
mds altas en los cultivos ha dado lugar a un creciente interés por conservar fa reserva limitada del
elemento. A causa de que solo una fraccion de la necesidad total de nitrogeno para la agricultura
proviene de fertilizantes naturales y sintéticos, la porcion sobrante debe satisfacerse a partir de las
reservas del suelo y a través de la fijacion bioldgica del N, atmosférico. Cierto niimero de
microorganismos de vida libre pueden asimilar el nitrogeno molecular, pero ninglin anima! o planta
superior tiene la enzima necesaria para catalizar la reaccion. Sin embargo, en ciertos casos se puede
establecer una simbiosis, en donde uno de los efectos mas importantes de fa asociacion es la
adquisicion de nitrégeno de la atmésfera. Se requieren dos miembros para la asociacion: una planta
y un microorganismo. El ejemplo clasico de tal simbiosis es aquél entre las plantas leguminosas y
las bacterias del género Rhizobium. El sitio de la simbiosis es dentro de los ndédulos que aparecen en

las raices de las plantas3'8‘59. (Figura 3.7)
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3.2.2 Las leguminosas

El grupo de plantas mas importante relacionado con la fijacion simbidtica de N,, son plantas
dicotiledéneas de Ia familia Leguminosae y se caracterizan por tener las semillas dentro de una
vaina. Las 13,000 o mds especies, de las cuales cerca de 200 son cultivadas por ¢l hombre, se
dividen en tres subfamilias. L.a mas grande de fas tres es Papilionoideae. En esta subfamilia se
encuentran Trifolium, Melilotus, Medicago, Lotus, Phaseolus, Dalea, Crotalaria, Vigna, Pisum y
Lathyrus. Un pequeiio nitmero de géneros se clasifican en la subfamilia Caesalpinioideae mientras
que Mimosaideae es la subfamilia mas pequefia de las leguminosas.

En la Figura 3.6 se muestran raices de leguminosas bien noduladas. lzquierda, trébol rojo;

derecha, soya’:

Figura 3.6 Raices de leguminosas bien nodutadas. [zquierda. trébol rojo; derecha, soya

3.2.3 El microsimbionte
Una de las inferacciones mas interesantes y destacadas entre bacterias y plantas son las que se

dan entre las leguminosas y los Rhizobia. Todos los Rhizobia pertenecen al subgrupo alfa de las
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Proteobacteria, basado en las secuencias génicas codificadas por la subunidad menor (16S) del
FRNA®*". Hay tres ramas principales: el género Bradyrhizobium®, de crecimiento lento, el género
Azorhizobium® y los Rhizobia de crecimiento rdpido. Los dltimos organismos son cominmente
divididos dentro de tres géneros: género Rhizobium®, Sinorhizobium® y Mesorhizobium®, ademas
de un cuarto género potencial que hasta ahora estd representado solo por Rhizobium galegae™.

L.os miembros de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium al infectar la
leguminosa apropiada, pueden causar la formacion de nddulos y participar en la adquisicion
simbidtica de N,. Las bacterias son (Gram negativas, no forman espora, son bacilos aerobios de 0.5
2 0.9 um de largo. Los representantes de estos géneros son tipicamente moviles y utilizan algunos
carbohidratos, acumulando a veces &cido, pero nunca gas. Los rizobios son muy similares a
Agrobacterium radiobacter, una bacteria que diftere de la bacteria de los nddulos de las raices en
ciertos rasgos menores de cultivo y en su incapacidad para infectar las raices de las leguminosas.
Los medios para diferenciar las especies de Rhizobium de las bacterias relacionadas son poco
satisfactorios pues se basan en la capacidad de los organismos para nodular plantas exprimentales.
La infeccion de las raices de una planta leguminosa con la especie apropiada de Rhizobium o
Bradyrhizobium conduce a la formacion de nédulos radiculares (Figura 3.6), que puede convertir e}
nitrégeno gaseoso en nitrégeno combinado. Azorhizobium, en cambio, forma nddulos en los tallos.
La fijacién de nitrégeno por medio de la simbiosis leguminosa-Rhizobium es de considerable
importancia en agricultura, porque causa un aumento significativo del nitrogeno combinado en el
suelo. Dado que la carencia de nitrogeno suele darse en suelos desnudos y sin abonar, las
leguminosas noduladas ofrecen una ventaja selectiva en tales condiciones y pueden crecer bien en
zonas donde no lo harian otras plantas (Figura 3.7).

El descubrimiento de cepas de Riizobium y Bradyrhizobium asociadas, en profundidad en el
suelo, a las raices de acacias adultas ha permitido una nueva expansion de fa agricultura y de la

silvicultura del Sahel. en Senegal®'.
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Emily Alexander, Dat Pham y colaboradores determinaron que el cobre puede inducir

deficiencias nutricionales en células de Rhizobium leguminosarum , que las convierte en células

2,96

viables, pero no cultivables (VBNC)™™.

En la Figura 3.7 se observan nédulos radiculares de fa soya. Los nddulos se desatrollan por

infeccion de Bradyrhizobium japonicum®:

" e ¢l

Figura 3.7 Nédulos radiculares de la soya. de Bradyrhizebium japonicum

En la Figura 3.8 se observan plantas de soya sin nédulos a la izquierda y con nddulos a la

derecha, creciendo en un suelo pobre en nitrogeno™:

L Ty S

T

FFigura 3.8 Plantas de soya sin nodulos a la izquicrda y con nddulos a ta derecha, creciendo en

un suefo pobre cn nitrogeno.
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3.2.3.1 Otras aplicaciones de [os rhizobia

Miembros de la familia Rhizobiaceae han mostrado capacidad para la rapida degradacion y
utilizacién de herbicidas y pesticidas organofosforados como una fuente de fosforo; el metabolismo
ocurre solo bajo condiciones de estricta limitacion de fosfato. John W. McGrath y colaboradores
identificaron la biodegradacion de mas de 10 mM de fosfonomicina, como fuente de carbono,
energia y fosforo con la cepa PMY1 de Rhizobium huakuii. Esto se realizé con la concomitante
liberacion de fésoforo inorganico (Pi). Esta biodegradacion representa un mecanismo mas de
resistencia a este antibiotico y una nueva rufa de desregulacion de fosfato para el metabolismo de

organofosforados de Rhizobium spp®'.

G. 1. Paton y colaboradores utilizaron una cepa de Rhizobium leguminosarum biovar frifolii
aislada del suelo y marcada con el gen Jux CDABE, con la capacidad de expresar luminiscencia. La
conveniencia de esta bacteria como un biosensor de contaminacién de suelo fue evaluada usando
ensayos precisos y repetidos. La bioluminiscencia bacteriana respondio6 sensiblemente a los metales
estudiados. Se encontrd que el orden de sensibilidad es: Cd mayor que Ni, igual a £n, mayor que
Cu, para la prueba de precision; y, Cd mayor que Ni, igual Zn, igual Cu, para la prueba de
repetibilidad.. La respuesta notable del biosensor es potencial para su wso como un idicador de

contaminaci6n de suelo en estudios de ecotoxicidad®.

3.2.4 Grupo de inoculacion cruzada

Un grupo de inoculacion cruzada se refiere a un conjunto de especies de leguminosas que
desarrollan nédulos cuando se exponen a bacferias obtenidas de los nédulos de cualquier miembro
de ese grupo particular de plantas. Consecuentemente, un solo grupo de inoculacion cruzada incluye
idealmente todas las especies de hospederos que son infectadas por una sola cepa bacteriana. Se han
establecido mas de 20 grupos de inoculacion cruzada de los cuales sélo 7 han resultado ser de

importancia y no mas de 6 se han delimitado lo suficiente para que la bacteria responsable togre la
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posicion de especie. El esquema de clasificacion que se ha aceptado, basado en los grupos de
inoculacion cruzada, se presenta en la Tabla 3.8. Sin embargo, muchas leguminosas de importancia
agricola, asi como plantas no cuitivadas, no son noduladas por bacterias de los seis principales
grupos. El trébol pata de pajaro (Lotus corniculatus) , la acacia negra (Robinia pseudoacacia), el
cafiamo sesbania (Sesbania exaltata) y otros que no se ajustan dentro de las categorias establecidas
requieren de cepas bacterianas claramente diferentes. Solo un pequefio porcentaje de las especies de
leguminosas que se han reportado en la literatura botédnica esta incluido dentro de los seis grupos de
3,&59.

inoculacién cruzada definidos

En la Tabla 3.8 se presentan los principales grupos de inoculacién cruzada de plantas

legnminosas’”:

Tabla 3.8 Principales grupos de inoculacion cruzada de plantas leguminosas

Planta Nédulos preducidos por

Guisante Rhizobuni legrnnnosarim biovar viciae®
Judiz Rhizobum legnminosarun biovar phascols
Judia Rhizobiwn lropici

Judia Riuzobimn etli

Trébol Riuzobium leguminosarim biovar trifoli
Alfalfa Rhizobiunt melloti

Safa Bradyrhizobim japonicnm

Saja Bradyrhizobiunr clkanii

Soja Rhizobizm fredii

Sesbanin rostrata Azorhizobinm cautinodans

{una leguminosa tropical}

“Existen diversas variedades (biovars} de Rhizabuent legraminosnriun;
rada una capaz de inducir nodulacién en una leguminosa diferente,

Las seis especies de Rhizobium no son completamente distintas. Por ejemplo, los grupos
bacterianos de la soya y el caupi, cominmente considerados por separado, contienen muchas cepas
bacterianas similares y los organismos aislados de los nodulos de la soya frecuentemente infectan
caupies y viceversa. Estos resultados sugieren que al menos algunos de [os rizobios de caupi pueden
ser variedades de B. japonicum. Mds aln, ciertas cepas de R. lupini poseen un grado de similitud
con ¢l tipo caupi-soya. Se puede hacer una distincion razonablemente clara entre los Rizobios que

pueden tener tiempo de generacion de dos a cuatro horas y producir dcido en medio de cultivo, y

52



aquetlos con tiempo de generacion cominmente de seis a ocho horas y que crean condictones
alcalinas en cultivo. E! primer grupo incluye R. leguminosarum, R. meliloti, R. phaseoli y R. trifoli 'y
el altimo incluye B. japonicum y R. lupini.

La validez del sistema de inoculacién cruzada se ha puesto a discusion, ya que muchas
leguminosas son noduladas por rizobios de otros grupos hospedero-bacteria. Las cepas bacterianas
que invaden leguminosas fuera de su clase particular y plantas que son infectadas de este modo son
ejemplos de un fendmeno denominado promiscuidad simbidtica. Ocasionalmente, un hospedero es
infectado por microorganismos normalmente clsificados en un namero determinado de diferentes
grupos planta-bacteria. Las clases de inoculacion cruzada no son, por consiguiente, completamente
adecuadas para la descripcion de la capacidad de nodulacion de muchos organismos. Los ejemplos
de simbiosis fuera de las clases de inoculacion cruzada establecidas son a menudo incapaces de fijar
N,. Mas atn, la importancia agricola de estos grupos adn permanece como un rasgo clave del
sistema taxondmico establecido y, aunque se proponga un nuevo esquema, uno estd forzado a
confiar en el criterio existente que constituye la base para la inoculacién de leguminosas en la
préctica agricola.

Los rizobios crecen facilmente en medios de cultivo que contienen fuentes de carbono tales
como: manito! o glucosa, y amonio o nitrato para suministrar el nitrogeno requerido y algunas sales
inorganicas. Ademas de la fuente de carbono orgénico, los microorganismos a menudo necesitan
una o varias vitaminas B. Las vitaminas que se requieren incluyen a la biotina, tiamina y acido
pantoténico, y algunas veces riboflavina. Ef hecho de que las bacterias requieren cobalto o su
crecimiento sea estimulado por él, es de algin significado prictico, aunque sélo pequefias
cantidades satisfacen completamente sus necesidades. Hasta hace poco se creia que ninguna
bacteria en medio de cutivo utilizaba N,, pero ahora es evidente que al menos algunas cepas fijan
N, fuera de la planta. Es muy probable que se encuentren mds cepas que tengan esta capacidad. Sin

embargo, es posible que los rizobios aislados sean incapaces de llevar a cabo el proceso en la

53



naturaleza en un grado significativo, de manera que la asociacidn ain puede ser juzgada como
simbiosis verdadera, al menos desde un punto de vista ecoldgico y practico’.

La presencia de una gran poblacion de rizobios es de particular importancia para el desarrollo de
la relacion simbidtica. Debido a que no hay medios selectivos para los organismos de los nédulos,
un procedimiento comin para su enumeracion es fa inoculacién de diluciones decimales del suelo
prueba en recipientes con suelo estéril o0 medio nutritivo sembrado con la leguminosa en cuestién .
Después de un periodo de incubacion adecuado se examinan las raices y la dilucién mas alta que
dio origen a nédulos se toma como indicador de la densidad de poblacién. Cuando se usa este
método de cuantificacion se encuentra que las cifras de B. japonicum, R. meliloti y R. trifolii varian
desde cantidades tan pequefias como 10 hasta tantas como 10° por gramo, dependiendo de la
estacion del afio, de la historia de cultivo del terreno y practicas de laboreo del suelo. Los
Organismos Son a veces mas numerosos en cultivos rotatorios que tienen la leguminosa especifica,
que en los campos donde no existe dicha leguminosa. Los rizobios son frecuentemente més
abundantes cn la proximidad de las raices que a cierta distancia de ellas, pero a menudo esta
estimulacion es tan pronunciada en la vecindad de las plantas no leguminosas como en la
proximidad de las raices que ia bacteria pofencialmente puede infectar. Los microorganismos son
naturales en suelos sin ningln rastro reciente del macrosimbionte, pero su frecuencia se eleva
generalmente si la planta hospedera estd presente; no obstante, es comiin que no se encuentre una
correlacion entre su abundancia y ¢! nimero de afios desde el Gliimo cultivo del macrosimbionte
apropiado’.

Se emplean varios métodos, ademas de las pruebas de plantas, para estudios de la ecologia de los
rizobios. El uso de hospederos apropiados para mostrar la presencia de las bacterias en diluciones
de suelo es un excelente método de cuantificacion pero requiere de mucho tiempo, ademas de que
es laborioso. También se ha desarrollade la microscopia inmunofluorescente para investigaciones
de la ecologia del grupo, permitiendo [a visualizacién directa de los rizobios en el suelo. Otro medio

completamente diferente involucra el uso de mutantes resistentes a los antibioticos derivados de fos
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rizobios de interés particular. Estas mutantes toleran concentraciones tan altas de antibidticos que
cuando los suelos que contienen las cepas experimentales son plaqueados en agar con el compuesto
1oxico, pocas bacterias del suelo desarrolian colonias. Sin embargo, la mutanie es enumerada con
facilidad, aun cuando su poblacién haya disminuido considerablemente’.

Las evaluaciones de sobrevivencia de los habitantes de los nodulos han sido facilitadas por estos
diferentes procedimientos. Cuando se agregan a suelo himedo en grandes cantidades, las
poblaciones que han sido examinadas no disminuyen ficilmente, aunque la velocidad de pérdida de
viabilidad se favorezca incrementando la temperatura. Similarmente, muchas cepas persisten bien
en suelos secos, siempre y cuando la temperatura no sea muy alta o el pH muy bajo. Ciertos grupos
de bacterias de los nédulos de las raices no sobreviven veranos largos y calurosos cuando ¢l suelo
estd seco. Bajo tales circunstancias, la pérdida de viabilidad puede ser tan marcada que ias
leguminosas, al tener muy pocos noddulos, no se desarrollan dptimamente, a pesar de la presencia de
abundantes nddulos en las plantas el afio anterior. La muerte asociada con ambientes secos
expuestos a temperaturas elevadas estd muy afectada por la clase de arcilla; algunos de esos
coloides previenen una marcada disminucion en fa mortalidad de las células, resultado del calor
seco’. En ocasiones existen cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium que inducen una respuesta
sistémica en el hospedero que puede inhibir la nodulacién de otra cepa invasiva de Rhizobium o

Bradyrhizobium™*.

3.2.5 Rhizebios formadores de nodulos en el fallo

Aunque en la mayoria de las leguminosas los nddulos fijadores de nitrogeno se forman en las
raices, algunas especies los poseen en los tallos. Son plantas que abundan en regiones tropicales,
con suelos a menudo pobres en nitrdgeno debido a la lixiviacion y a la intensa actividad biolégica.
El principal sistema formador de nddulos en el tallo con que se ha experimentado es el constituido
por la leguminosa Sesbania y la bacteria Azorhizobium caulinodulans (Figura 3.9). Los nédulos

del tallo normalmente se forman en la porcién que queda sumergida o justo por encima del nivel del
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agua. En la Figura 3.9 se observan nodulos del tallo causados por Azorhizobium. La fotografia
muestra el tallo de la leguminosa tropical Sesbania rostrata. En la parte izquierda del tallo aparecen
fugares sin inocular, mientras que idénticos lugares del lado derecho estin inocuiados por los

rizobios formadores de nodulos’:

B Dreylus

Figura 3.9 Nalulos del tallo causados por dzorhizobium.

Los estudios flevados a cabo indican que la secuencia general de acontecimientos en la
formacion de este tipo de nédulo es muy parecida a la de los nédulos radicales. Aparece un tubo de
infeccion y la formacion del bacteroide precede al estado de fijacion de N,

Un hallazgo curioso es gne algunos rizobios formadores de nddulos en el tallo producen
bacteriociorofila @ y pueden, por tanto, lievar a cabo la fotosintesis anoxigénica. Los rizobios que
contienen clorofila son frecuentes en la naturaleza, especialmente asociados a leguminosas
tropicales, en las cuales la luz aportaria al menos una parte de la energia necesaria para el proceso

de fijacion de N, por la bacteria.
3.3 NODULACION

3.3.1 El proceso de nodulacién
Las relaciones entre la formacion de nédulos y la asimilacion de N, se demostrd por primera

vez en 1888 por Heliriegel y Wilfarth, pero pas6 mas de medio siglo antes de que los estudios con
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'*N-N; proporcionaran la prueba inequivoca de que en los nédulos es donde se suscita la reaccion
de fijacion. La localizacion de las enzimas que metabolizan N, en su tejido de la raiz modificado,
indica que la nodulacion y el proceso bioquimico relacionado son de primordial importancia para ¢l

bienestar de los cultivos de leguminosas.

3.3.2 Etapas de la formacién de los nédulos

Actualmente se conocen bien las etapas de la infeccién y desarrollo de los noédulos radiculares

(Figura 3.10) Incluyen:

1. Reconocimiento de la “pareja” adecuada, tanto por parte de la planta como de la bacteria, y

adherencia de la bacteria a los pelos radiculares.

2. TInvasion del pelo radicular y formacion, por parte de la bacteria, de un tubo de infeccién

3. Desplazamiento hacia la raiz principal a través del tnbo de infeccion.

4. Aparicion de células bacterianas deformes, llamadas bacteroides, dentro de las células de la

planta, y desarrolio dei estado de fijacion de nitrégeno.

5. Proceso continuado de divisién de las células bacterianas y vegetales y formacion del

nodule radicular maduro®®,

En la Figura 3.10 se muestran los pasos en la formacion de un nodulo radicular en una

leguminosa infectada por Rhizobium®”:
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— Célula rizobial

Pelos radicales

1. Reconacimiento y aghesién
{mediados por ricadesina)

bacteria que causan
el rizado del pelo
radical

3. Invasién. Los rizobios
penetran los pelos radicales
y se multiplican en el intenor
de un lubo de infeccién

4. En el tube de infeccién
las bacterias crecen en
direccion a las células
radicales

. Tubo de
infeccion

Se estimuta fa divisidn
en las células vegetales
invadidas y en las
cercanas a eltas

ey

Palo radical
no infectado

@@‘f
Pulp 02
AN Jay

6. Divisidn conlinuada de Jas células
baclerianas y vegetales

Figura 3.1¢ Pasos en la formacion de un nadule mdicular en una leguminosa infectada por

Rhizobitm,
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Exploraremos ahora con més detalle algunas de estas etapas de la formacién de nddulos:

Las raices de las leguminosas segregan diversos materiales orginicos que estimulan el
crecimiento de una microbiota en la rizésfera. Este estimulo no es exclusivo de los rizobios; se da
también en otras bacterias de la rizosfera. Si en el suelo hay rizobios, se desarrollan en la rizésfera
hasta constituir poblaciones muy densas. El primer paso en la formacién de los nodulos, es la
adherencia de la bacteria a la planta en la simbiosis leguminosa-Rhizobium. En la superficie de
todas las especies de Rhizobium y Bradyrhizobium se localiza una proteina especifica de la
adherencia, la ricadesina. Es una proteina que se une al calcio en la superficie de los pelos
radiculares. Otras sustancias, como las lectinas, que son proteinas que contienen carbohidratos,
también cumplen una funcién en la adherencia planta-bacteria. Las lectinas han sido identificadas
en Jos extremos de los pelos radiculares y en la superficie de las células de Rhizobium. Después de
fa unidn, los pelos radiculares se enroscan debido a la accién de upas sustancias secretadas por la
bacteria, que se conocen como factores Nod. La bacteria penetra entonces en el pelo radicular a
través de la punta de éste. En esta etapa , la pared del pelo radicular se invagina y la invaginacion
continfia convirtiéndose en una estructura tubular e induce la formacidén , por parte de la planta, de
un tubo de celulosa conocido como tnbo de infeccién 6 cordon de infeccidn, parecido a una hifa,
que avanza por el pelo radicular y forma la llamada ruta de infeccidn, que se extiende hacia la base
del pelo radicular (Figura 3.11). A continuacion, la infeccidn alcanza a las células de la raiz
adyacentes a los pelos radiculares.

Una célula de la raiz adyacente al pelo radicular queda entonces infectada, y si esta célula es del
tipo diploide normal, gencralmente es destruida por la infeccion, sufriendo necrosis v degeneracion;
pero si s una célula tetraploide, puede convertirse en [a precursora de un nddulo. En la raiz siempre
hay un pequefio nimero de células tetraploides que se han originado espontaneamente, y si una de
ellas queda infectada se estimula su divisién, los factores Nod estimulan la division de estas células.
Las divisiones progresivas de células infectadas de esta manera, dan lugar a la produccion de un

nodulo parecido a un tumor (Figura 3.12). S6lo una pequefia porcion de los pelos radiculares
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invadidos desarrolla nodulos; usualmente menos del 5% de las infecciones producen finalmente
nédulos.

Las bacterias se multiplican répidamente en ¢l interior de las células tetraploides vegetales y se
transfornan en unas formaciones ramificadas, hinchadas y deformes, llamadas bacteroides. Los
bacteroides varian en tamafio y forma, y aquelios formados por R. leguminosarum, por gjemplo, son
apreciablemente diferentes de los de R. frifollii. Muchas autoridades no restringen el término
bacteroide a los microorganismos de forma peculiar encontrados en los nddulos de muchas
leguminosas y usan la palabra para designar a las bacterias presentes en todos los tipos de nddulos,
aunque los rizobios presenten o no la singular morfologia.

Los bacteroides quedan rodeados, individualmente o en pequefios grupos, por porciones de
membrana de la célula vegetal, llamada membrana peribacteroidal La fijacion del nitrégeno no
se inicia hasta que se han formado los bacteroides. (Los nddulos efectivos pueden detectarse
mediante reduccion por acetileno).

Cuando la planta muere, e! noédulo se deteriora y las bacterias pasan al suelo, Las formas
bacteroidales no tienen capacidad de division, pero contienen siempre algunos bacilos en estado de
latencia. Estas formas bacilares proliferan en el suelo utilizando como nutrientes aigunos de los
productos de] nodulo destruido y las bacterias pueden iniciar la infeccion en otras raices o
mantenerse en estado libre en el suelo™™,

Existen diferencias morfologicas importantes en la morfologia de los nodulos entre leguminosas.
Los tréboles rojo y blanco tienen estructuras en forma de basto y lobuladas; los nédulos de la alfalfa
estdn mas ramificados y largos, mientras que aquéllos del caupi, cacahuate y frijol lima presentan
una forma estérica. En algunas plantas, por gjemplo el frijol terciopelo. los nodulos pueden alcanzar
el tamafo de una pelofa de béisbol mientras que los nédulos de otras leguminosas no tienen mas

que varios milimetros de diametro. Las leguminosas con raices fibrosas tienen frecuentemente una

mayor abundancta de nédulos que las planas con raices primarias bien formadas; las plantas que
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tienen nodulos grandes a menudo tienen solo unos pocos, mientras que las raices con estructuras
pequefias los tienen en cantidades mayores".

En la Figura 3.11 se observa un tubo de infeccion y la formacion de nodulos radiculares. {a)
Tubo de infeccién formado por células de Rhizobium leguminosrum biovar trifolii sobre un pelo
radicular de un trébol blanco (Trifoluim repens). El tubo de infeccion consiste en un tubo de
celulosa a través del cual se desplaza la bacteria hasta las células de la raiz. (b-d) Nodulos
radiculares de alfalfa infectada con células de Rhizobium meliloti en diferentes estadios de
desarrollo. La longitud aproximada de las células de R. leguminosarum biovar trifoli y Rhizobium

meliloti es de 2 pm. Las fotos b-d han sido reproducidas de la revista Nature 351:670-673 (1 991)*:

Jacques vasse, Jaan Dénaiis, and Georgs Truchol
Jacques Yasse, Jean Dénané, and George Truchat

Jacques Vasse, Jean Dénand, and George Truchet

Jacques Vasse, Jaan O¢neri¢, and George Trucho:

Figura 3.11 Tubo de infeccion y formacion de nodulos radiculares. (a) Tubo de infeceién
formado por células de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii sobre un pelo
radicular de un trébol blanco (Trifolium repens). (b-d) Nédulos radiculares de
alfalfa infectada con céhilas de Rhizobium mefiloti en diferentes estadios de

desarrollo.

Los nddulos no se encuentran en todos los géneros y especies de Leguminosae. La incapacidad

aparente de desarroilar simbiosis es mas evidente en la subfamilia Caesalpinioideae, en la cual,
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cerca de tres cuartos de las especies examinadas minuciosamente no contienen estructuras
nodulares. So6lo unas 1,300 del total (que consta de aproximadamente 13,000 especies) de
Leguminosae se han investigado para determinar la presencia de nodulos radiculares. El gran
porcentaje de especies de Caesalpinioideae que no pueden desarrollar infecciones radiculares puede
indicar un estado primitivo de desarrollo fisiolégico en donde la capacidad de simbiosis no ha sido
desarrollada. Sin embargo, ademas de los rasgos genéticos o bioquinicos innatos del hospedero que
impiden la infeccion, estd la posibilidad de que las investigaciones ecoldgicas no hayan sido
suficientemente intensivas®,

En a Figura 13.12 se muestra: (a) La seccion transversal de un nodulo radicular de leguminosa
visto por microscopia de fluorescencia. [La regién tefiida de oscuro contiene células de la planta
llenas de bacterias. (b) Microfotografia electronica de la seccion fina de una sola célula de un

nodulo subterraneo de trébol. La célula estd repleta de bacterias, Rhizobium wrifolii, que tiene

alrededor de 2 pm de longitud™:

Phil Gates, Biologieal Phote Service

P.J.Datand F ¥ Mercor

@}

Figura 3.12 (a} Seccion tansversal de un nddulo radicular de leguminosa. (b) Seccidn fina de
una sofa célula de un nédulo subterrdneo de trébol. La célula estd repleta de

Rhizobium trifolii

No todos fos rizobios son capaces de invadir plantas leguminosas, de manera que la infectividad,
la capacidad de una cepa para nodular un hospedero dado es de considerable importancia

econdmica. Mds aln, entre las cepas infectivas, la capacidad de las bacterias de los nddulos para
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llevar a cabo la fijacion de N en conjunto con la planta varia mucho. La capacidad relativa de la
asociacion planta-bacteria, una vez establecida, para asimilar nitrogeno molecular se conoce como
efectividad. Muchas cepas de Rhizobium son muy efectivas mientras que otras son muy o
completamente inefectivas. Una cepa que no permite fijacién a una tasa suficiente que cubra las
demandas del hospedero es parcialmente efectiva o totalmente inefectiva. Consecuentemente, la
mera presencia de ndédulos no es una garantia de que un culiivo de leguminosas pueda beneficiarse
con nitrégeno gaseoso. No se han establecido las razones bioquimicas por [as que [as cepas
inefectivas son incapaces de asimilar N,, cuando se localizan en la estructura nodular.

Las bacterias inefectivas de los nodulos de fas raices producen un mayor niimero de nddulos que
los cuitivos efectivos, pero los nodulos son mas pequeiios en tamafio y tienden a estar mas
ampliamente distribvidos en el sistema radicular. Por otra parte, una sola cepa microbiana puede ser
inefectiva o parcialmente efectiva en un hospedero que esté ademas asociado con la fijacion activa
de N; en otra variedad o especie de leguminosa. Mas ain, las cepas bacterianas que parecen
efectivas en ciertos hospederos pueden alcanzar el parasitismo en otros. Por consiguiente, no es
posible concluir que una cepa dada es efectiva o inefectiva en términos absolutos.

El medio ambiente tiene una marcada influencia en el desarrollo de [a asociacidn simbidtica. Los
efectos del medio ambiente actan ampliamente provocando alteraciones en la fisiologia del
hospedero. Los niveles inadecuados de muchos nutrientes inorganicos alteran el desarrollo de los
nodulos de una o varias formas, pero tales alteraciones son usualmente reflejo del crecimiento
anormal de la planta. La noduiacion tiene lugar generalmente a todas la temperaturas de!l suelo que
tolera la planta, pero la abundancia de los nddulos se reduce en los extremos mas frios y mds
calientes. La duracion del dia e intensidad de Juz 1ambién afectan el numero de nédulos. La falta de
luz también tiende a disminuir el peso de los nédulos mientras que la intensidad de luz elevada,
pero no excesiva, y los altos niveles de CO, aumentan el nimero de nédulos, Se observa un efecto
opuesto después de las adiciones de nitrégeno; es decir, el numero de nddulos y su pesa se reducen.

La influencia de la duracion del dia, intensidad de luz, nitrdgeno y suministro de CO, pueden ser
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interpretados en términos de concentracién interna de carbohidratos, luz abundante y CO,, los
cuales incrementan el almacenamiento de carbohidratos en la planta, favorecen la produccion de
nddulos, mientras que el nitrégeno disminuye el suministro interno de carbohidratos y al mismo
tiempo tiene una influencia retardante en la nodulacion. Sin embargo, los mismos hechos pueden
usarse para dar bases a una teoria que involucre la proporcidén carbohidratos : nitrgeno para la
nodulacion. Aan no se ha resuelto cual es el suministro més critico, st el de carbohidratos o el de

ne s 3 9
nitrogeno™*>>!,

3.3.3 Bioquimica de }a fijacion de nitrogeno en los nodulos

La nitrogenasa de los nodulos radiculares posee caracteristicas similares a la enzima de las
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre, incluyendo la sensibilidad al O, y la capacidad de
reducir ef acetileno y N, . La nitrogenasa esta localizada en ¢l interior de los bacteroides y no es
liberada al citosol de la célula vegetal.

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia necesaria para la
fijacion del nitrogeno. Los principales compuestos orgdnicos transportados al interior de los
bacteroides a través de la membrana peribacteroidal son los intermediarios del ciclo del acido
citrico, en particular los dcidos de cuatro carbonos: succinato, malato y fumarato (Figura 3.13).
Estos acidos son utilizados como donadores de electrones para la produccion de ATP y. después de
st conversion en piruvato, como Ditima fuente de electrones para la reduccion de N,.

El primer producto estable que se obtiene en la fijacion del N, es el amoniaco, y varios tipos de
pruebas indican que la asimilacion del amoniaco para formar compuestos de nitrogeno organico en
fos nodulos radiculares fa lleva a cabo principalmente la planta. Aunque los bacteroides pueden
asimilar algo de amoniaco en forma de compuestos organicos, poseen unos niveles muy bajos de
enzimas asimiladoras de amoniaco. En cambio, la enzima glutamina sintetasa, que asimila
amontaco {Figura 3.14), esta presente en elevadas concentraciones en el citoplasma de la célula

vegetal. Por tanto, el amoniaco transportado desde el bacteroide a la célula vegetal puede ser
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asimilado por la planta en forma del aminoacido glutamina. Ademas de la glutamina, otros
compuestos de nitrogeno, especialmente otros aminoacidos y amidas, como la asparragina y la 4-
metil glutamina, y los ureidos alantoina y acido alantoico, son sintetizados por la planta v
transportados luego a los tejidos vegetales. (Figura 3.13)”.

En la Figura 3.13 se muestra el diagrama de las principales reacciones metabolicas y de

. . . - . 3
intercambio de nutrientes gue tienen lugar en el bacteroide™;

Folosintesis
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Citoplasma . VL Memb
5 Acidos organicos embrana .
de fa céluia vegetat g perbactercidea
yd
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acido citrico bacterowdea
T Succinalo?”
Q € Malato®
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OyLb +
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Figura 3.13 Diagrama de las principales reacciones metabglicas y de intercambio de nutrientes

que tienen lugar en ef bacteroide.
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En la Figura 3.14 se indica el papel de la glutamina sintetasa en la asimilacién de amoniaco. (a)
Reaccion de la glutamina sintetasa. (b) Reaccion de la glutamato sintasa (GOGAT). (c) Suma de las
dos reacciones. La reaccién (¢) también puede realizarse por la glutamato deshidrogenasa en
ausencia de ATP, pero solo a altas concentraciones de amoniaco. La glutamina sintetasa y la

- . . . . 50
glutamato sintasa son activas a bajas concentraciones de amoniaco™

o 0
] . il
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Figura 3,14 Papel de la glutamina sintetasa en la asimilacién de amoniaco

3.3.4 Leghemoglobina

En los nodulos de las leguminosas que metabolizan activamente el N, Rhizobium necesita algo
de O, para generar energia para la fijacion de Ny; sin embargo, su nitrogenasa es inactivada con O,.
En el nddulo las concentraciones exactas de O, estan controladas por la leghemoglobina, que es
una proteina, que es roja y contfiene hierro, esta siempre presente en nédulos sanos fijadores de Ny,
que son caracteristicamente de color rojo. La leghemoglobina funciona como un “tampon de
oxigeno”, cuyo ciclo va de la forma oxidada del hierro (Fe’*) a la reducida (Fe™) para mantener la
concenfracion de O, en el interior del nédulo baja, pero constante. En el interior del nodulo, ia
relacion entre ef O, ligado a la leghemoglobina y el O, libre es del orden de 10,000 a [.

Por el contrario, los nédulos producidos por rizobios inefectivos no tienen ni leghemoglobina ni
pigmentacion roja. Mas aln, el grado de efectividad usualmente puede estar correlacionado con la

cantidad de leghemoglobina en el tejido nodular (Figura 3.15). Consecuentemente, examinando
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visualmente el contenido de los nodulos, es posible asegurar la capacidad relativa para la fijacion
activa de N, o, por determinacion espectrofotométrica de la concentracién de leghemoglobina,
aproximar la efectividad bacteriana. La leghemoglobina estd localizada fuera de la bacteria en el
nodulo y parece estar situada entre la célula microbiana y la membrana derivada de la planta que
rodea al rizobio. Las leghemoglobinas de los nddulos formadas en las mismas especies de plantas
por diferentes cepas de Rhizobium son idénticas, mientras que en los nédulos de leguminosas
diferentes producidos por la misma cepa bacteriana son diferentes. Ni las plantas ni Rhizobium
pueden sintetizarla de manera independiente. Se supone que su formacién es inducida por la
interaccion de ambos organismos. En consecuencia, el hospedero es el determinante genético de la
sintesis de esta nueva sustancia. No obstante, el microorganismo es esencial, de alguna manera
desconocida, para provocar que su hospedero inicie el proceso biosintético.

A causa de su relacion con el metabolismo del N, de las leguminosas, la leghemoglobina ha
estado sujeta a considerable investigacion bioguimica. Los bacteroides son aerobios y consumen
avidamente O que se hace disponible para ellos en su lugar peculiar; la leghemoglobina estimula la
utilizacion de O, y, probablemente en forma indirecta, favorece la reaccion de fijacion. Esto puede
ser tomado como una indicacion de que la leghemoglobina sirve en la simbiosis para facilitar el
movimiento de O, a través del tejido del hospedero, deficiente en O,, hacia la zona inmediata que
rodea a la bacteria. En la Figura 3.15 se observa la seccion transversal de nodulos radiculares de la

leguminosa Coronilla varia, mostrando el pigmento rojizo de la leghemoglobina®:

Joe Burton

Figura 3.15 Seccion transversal de nodulos radiculares de la leguminosa Coronifla varia,

mostrando el pigmento rojizo de la leghemoglobina.
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3.4 Simbiosis entre fijadores de nitrégeno y plantas no leguminosas
Algunos géneros de Angiospermas no leguminosas poseen, en algin estadio de sus ciclos de

vida, nodulos en sus raices. Las no leguminosas noduladas en las que se ha confirmado la capacidad

para hacer uso de N, estan representadas por los siguientes:

FAMILIA GENERO
Betulaceae Alnus
Myricaceae Myrica

Comptonia
Eleagnaceae Eleagnus
Hippophaé
Rhamnaceae Shepherdia
Ceanothus
Discaria
Corariaceae Coriaria
Rosaceae Dryas
Purshia
Casuarinaceae Casuarina

No todos los géneros en estas familias y no todas las especies de estos 13 géneros fijan N,. En
algunos ambientes, las especies de estos géneros pueden ser méas abundantes que las leguminosas,
de manera que la capacidad de los nddulos formados por tales géneros para asimilar N, tiene una
considerable importancia ecoldgica.

No es dificil establecer el papel de [os nédufos en tales planfas no leguminosas. Ei crecimiento
de la planta en soluciones nutritivas que contienen bajas concentraciones de nitrdgeno es
marcadamente menor y son evidentes las deficiencias de nitrogeno. No obstante, {a adicion de una
preparacion de nodulos al medio radicular da como resultado la produccion de nédulos en las

plantas experimentales. Los hospederos nodulados se desarrollan entonces sin ninglin sintoma de
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deficiencia, alcanzan una aitura mayor y parecen mas vigorosos que los controles no inoculados, Un
analisis quimico del nitrogeno total, la exposicion de hospederos infectados a N, marcado con “N o
pruebas con la técnica de reduccion del acetileno proveen la prueba final de la existencia de
enzimas que metabolizan N,.

Uno de los organismos del grupo que se ha estudiado més intensamente es el aliso, una especie
de Ailnus, que asimila N, a una velocidad adecuada para permitir un rapido desarrollo en suelos
deficientes en nitrogeno. Ei arbol no requiere nddulos para su crecimiento cuando se le suministra
alguna sal de nitrégeno, aunque los alisos que crecen en el campo caracteristicamente poseen
nddulos que pueden alcanzar el tamafio de pelotas de tenis y el andlisis quimico del suelo en que se
encuentran los alisos muestra un incremento en el contenido de nitrégeno. Cuando se trata con
extractos acuosos o nédulos macerados del aliso de campo, las plantas que crecen en invernadero
desarrollan nodulos en dos o tres semanas. Ef pH 6ptimo para la fijacién es de alrededor de 5.5-6.0,
aunque el crecimiento en soluciones libres de nitrégeno es vigoroso a un pH de 4.2 a 7.0.

Como sucede con las leguminosas, la cantidad de nitrégeno que ganan tales Angiospermas varia
enormemente con el tipo de suelo, las condiciones climaticas y edad de la planta. Los reportes de
ganancia de nitrégeno son de 12-200 kg/ha por afio para especies de Alnus y de 27-179 kg/ha por
afio para especies de Hippophaé. Las pruebas en localidades aisladas sugieren una fijacion de 58
kg/ha para Casuarina, 60 kg/ha para Ceanothus y s6lo cerca de 10 kg/ha por afio para Myrica®.

La capacidad de estos hospederos para satisfacer su demanda de nitrégeno a partir del aire tiene
importantes consecuencias econdmicas. En algunos casos, como con especies de Myrica, es posible
la colonizacion y buen crecimiento en dunas de arena que contengan poco nitrégeno combinado.
Algunas veces el suelo se enriquece marcadamente con nitrogeno, por ejemplo, un suelo donde se
encontraba Alnus rugesa tenia 0,46% de nitrogeno, mientras que el terreno que lo rodeaba contenia
0.14%. De modo similar, 4lnus glutinosa puede ser beneficioso para el crecimiento de arboles

adyacentes no nodulades.
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A pesar de los reportes que dicen lo contrario, no se ha comprobado adecuadamente el
aislamiento de los agentes microbioldgicos responsables de los nédulos en algunos casos. Mas adin,
ninguna cepa conocida de Rhizobium invade y causa nodulacion en ninguna de tales plantas no
leguminosas. Debido a la incapacidad para obtener cultivos de los organismos responsables, se
logran infecciones satisfactorias extrayendo los nddulos de las plantas que crecen en el campo,
macerando el tejido y aplicando las preparaciones a las plantulas experimentales. Se ha registrado
inoculacion cruzada para Hippophaé, Elaeagnus y Sheperdia, los tres géneros de Elaeagnaceae,
sugiriendo que los organismos infectivos son similares o idénticos. Inoculacién cruzada se refiere
aqui al hecho de que los nodulos macerados preparados a partir de un género, induciran nodulacion
en un segundo. Sin embargo, entre los otros géneros no existe inoculacién cruzada, indicando asi

que los agentes infecciosos difieren uno de otro™.

3.4.1  Frankia

Frankia es un género de microorganismos que pertenece al grupo tres de actinomicetos, que fue
identificado gracias a la microscopia electronica y de luz en nddulos de plantas no leguminosas. Los
microorganismos poseen hifas con didametros usualmente de 0.3 - 0.5 6 0.5 — 0.8 um, una estructura
filamentosa tipica de actinomicetos®. El primer aislamiento exitoso de Frankia fue en 1978 por
Callahan, Del Tridici y Torrey®'". La caracterizacién y clasificacion de cepas de Frankia es dificil,
porque implica mucho tiempo para la identificacién morfologica, fisiolégica y bioquimica™, con un
tiempo de generacién de al menos tres dias®. Aunque en extractos celulares la nitrogenasa de
Frankia es sensible al oxigeno molecular, como fas células intactas de Azotobacter, las células
intactas de Frankia fijan N, en presencia de una tensién total de oxigeno. En la Figura 3.16 se
muestran nddulos y células de Frankia. (a) Nodulos radiculares del aliso comiin Alnus glutinosa. (b)
Cultivo de Frankio purificado procedente de nodulos de Compitonia peregrina. Se aprecian las

vesiculas (estructuras esféricas) en las puntas de los filamentos de las hifas®:
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Figura 3.16 Nddulos y células de Frankia. (a) nédulos radiculares del aliso coman Alnus
Glutinosa. (b) Cultivo de Frankia purificado procedente de Comptonia peregrina.

El aliso es un caracteristico arbol pionero en la colonizacién de suelos desnudos y pobres en
nutrientes, lo que es probable que se deba a su capacidad de establecer relaciones simbiéticas con
Frankia para fijar nitrogeno. Frankia también forma nddulos en algunas plantas lefiosas de menor
tamano. Se ha descrito este tipo de simbiosis formadora de nédulos radiculares en un minimo de
ocho familias de plantas, que en muchos casos no estdn relacionadas filogenéticamente. Esto indica
que el proceso de nodulaciones en la simbiosis con Frankia es un fendmeno mas generalizado que

el proceso altamente especifico observado en la simbiosis Rhizobium-leguminosa.

71



En la Tabla 3.9 se presentan los géneros de actinomicetos y géneros relacionados (todos Gram

positivos)?*’:

Tabta 3.9 Géneros de actinomicetos y géneros relacionados (todos Gram pesitivos)”

Grupos principales

DNA {mol % GC)

Grupo corineforme de bacterias: bacilos, con frecuencia en forma de bastén, morfelégicamente variables; sin resistencia dcido alcohol ni

fitamentos; division celular instantinea

Corynebacteriun: la tincién de los segmentos es irregular, algunas veces presentan grénulos, frecuentemente en forma de bastdn hinchado;

patégenos de animales y plantas, también saprofitos en el suelo
Arthrobacter: morfogénesis coco-bacilo; organismos del suelo
Cellutomonas: merfologia corineforme; digiere celulosa; aerobio facultalivo

Kurthia: bacilos con los extremos redondeados que se suceden formando cadenas; mds tarde cocoides

Brevitacterium: morfogénesis coco-bacilo; queso, piel

Bacterias del 4cido propiénico: de anaerdbicas a aerololerantes; bacilos o filamentos que se ramifican

51-65

59-70
71-73
36-38
60-67

Propionibactersum: inméviles; de anaerGbicos a aerololerantes; producen dcido propionico y dcido acético; productos lacticos (queso suizo); piet, 53-68

pueden ser patdgenos

Eulacterin: anaerobios obligades; producen una mezcla de 4cidos orgénicos, que incluye butirico, acética, férmico y léctico; intestino, infecciones de 26-48

tefido blando, sueto; pueden ser patégenos; probablemente son el miembro predominante de la flora intestinal

Anaeiobios obligados

Bifidobacleriunr microcolonias lisas sin fAlamentos; normalmente ¢élulas corineformes, se encuentra en el tracto intestinal de infantes lactantes 55-67

{breast-fed 1afants)

Acelobaclerium: homoacetogeno; sedimentos y aguas residuales

Bulynivibrie: bacilos curvados; rumen

Thiermoniacrobacter: bacilos termofilicos que se encuentran en fueates termales

Actinomicetos: filamentosos con frecuencia ramificado; elevada diversidad

39-43
3682
37-39

Grupo L. Actinomicetos- sin resistencia dcido alcohol; aerdbicos facultalives; no ferman micelio; pueden producir ilamentos ramificados; bacilos,

cocowdes o células conneformes

Aclynomices: de anaerdbico a aerdbico facultativo; mucrocolonia Nilamentosa, pero los filamentos son transitorios y se fragmentan en células
corineformes; pueden ser patdgenos para humanos o animales; se encuentra en la cavidad oral

Otros géneros Arachaa, Baclerionema, Rofliia, Agromyces
- Grupao I1. Micabacterias: acid-alcohol-fast, filamentos transitorios

Mycobacterium. patfgencs, sapréfitos; aerobios obligados; células que contienen lipides y paredes celulates fuertes; ceras, dcidos micolicos;
nutnasn simple; crecimiento lento; tuberculosis, lepra, granulomas, tuberculosis aviar; también son organismos det suelo; oxidadores de

hidrocarburos

-Grupo [1L. Actinomicetos fijadores de nitrégeno: fijadores de nitrégeno simbiontes con plantas; producen micelios verdaderos
Franku: forma nédulos de dos tipos en las rafces de varias plantas; probablemente microaerofilico; crecimiento lento; fija N,
Grupo IV, Actinoplanos. producen micelios verdaderos; forman esporas, nacen en el interior del esporangio

Activoplanes, Streptosporangivin

Grupo V. Grupo de dermatofilos: los flamentos del micelio se dividen iransversalmente y, como minimo, en dos planos longitudinales para
formar masas de elementos cocoidales méviles; micelios aéreos ausentes; a veces son responsables de infecciones epidérmicas

Dermatophilus, Geodermatophitus

5749

62-70

67-72

69--71

536-75

Grupo VI. Nocardias’ normalmente los filamentos del mucelio se fragmentan para formar elementos cocoidales o alargados; a veces producen

esporas aéreas; algunas veces con resistencia dcido alcohol

Nocardia: normalmente organismos del suelo; aerobios obligados; utilizan muchos hidrocarburos diferentes

RE:odocorcus: saprofitos del suelo, normalmente tambnén en el intestino de varios insectos; utiliza hidrocarburos

Grupo VIL Estreplomicetos: el micelio permanece intacto, micelios aéreos abundantes y cadenas largas de esporas

Streplomyces: Aproximadamente 500 especies conocidas, muchas producen antibidlicos

Clros géneres {diferenciados morfolégicamente): Streptoverticillum, Sporichthya, Microcellobosporia, Kitasatoa, Chainia

Grupo VIIL Grupo de micromonosporas: el micelio permanece intactn; forma esporas aisladas, en parejas 0 en cadenas cortas; algunos son
lermofilicos; sapréfitos encontrados en el suelo y en restos de plantas en descomposicién; una de las especies produce endoesporas

Aicromonospora, Thermoactinomyces, Thennomonospora

61-72
59-69

69-75
67-73

54-79

‘Tlogenéticamente, todas las especies {excepto Acefebacteriuum, Butyrivibiio, y Thermoanaerobacier) estén incluidas en la subdivision de las bacterias

Gram positivas de alta GC
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{a)

Figura 3.17 Simbiosis dzofla-Anabaena. (asociacién intacta que muestra una sola planta de

zolla pinnata. (b La cianobacteria simbionte Anabaena azollae

Cierto namero de plantas, usualmente de los tropicos, tienen estructuras semejantes a nodulos en
sus hojas. Tales hinchazones anatémicas han sido reportadas en especies de Psychotria, Grumilca y
Ardisia. Se han obtenido de los nédulos de diferentes especies de Psychotria, cultivos de Klebsiella
y Chromobacterium que poseen nitrogenasa, pero no existe evidencia directa que demuestre que las

plantas tienen estos nédulos en las hojas y toman nitrogeno de la atmosfera’,
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CAPITULO 1V

GENETICA Y REGULACION DE LA FIJACION DE NITROGENO

4.1 Genética de la fijacion de nitrégeno: genes nif

Para tener el conocimiento completo de la fijacidon de No, se requiere saber el nimero de genes
involucrados, la organizacion y control de estos genes, y la identificacién de la funcion de cada gen.

La genética de la fijacion de N, se estudi6 inicialmente en Klebsiella pneumoniae, donde los
genes nif se encuentran junto al gen his (histidina). Los primeros estudios se hicieron por
transduccion® y por conjugacion'®, Posteriormente se utilizé la insercion de elementos
transponibles para construir fisicamente el mapa detallado de los genes de la fijacion de N; (nif) de

Klebsiella pneumoniae™®. En la Tabla 4.1 se enlistan los genes xif’y su funcion:

GENES nif F U NCT ON
nif J Transporte de electrones. Codifica la piruvato flavodoxina oxidorreductasa
nif H Codifica la reductasa de la dinitrogenasa
nif D Codifica la subunidad alfa de la dinitrogenasa
nif K Codifica la subunidad beta de la dinitrogenasa
nif T Desconocida
nif ¥ Insercién de FeMo-co en la dinitrogenasa
nif £ Sintesis de FeMo-co
nif N Sintesis de FeMo-co
nif X Desconocida
nif U Biosintesis def centro de la metaloenzima
nif § Biosintesis del centro de la metaloenzima
nif v Sintesis del homocitrato
nif W Sintesis de FeMo-co
nif Z Sintesis de FeMo-co
nif M Procesamiento de la reductasa de la dinitrogenasa
nif F Codifica una flavodoxina
nif L Regulador Negativo
nif 4 Regulador Positivo
nif B Sintesis de FeMo-co
nif Procesamiento del molibdeno
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En Klebsiella pneumoniae, que es un fijador de N, muy estudiado, los genes de la dinitrogenasa
y de la reductasa de la dinitrogenasa son parte de un complejo regulén (un gran sistema de
operones) llamado regulon nif (Figura 4.1). En K pneumoniae el regulon nif ocupa 24 kb (24,206
pares de bases)’ de DNA y contiene 20 genes dispuestos en varias unidades transcripcionales. En el
regulon nif estin presentes, ademds de los genes estructurales de la nitrogenasa, los genes para
FeMo-co, los que controlan las proteinas del transporte de electrones y varios genes regulatorios. La
dinitrogenasa es una proteina compleja formada por dos subunidades (producto del gen nifD) y
(producto del gen nif K)*, cada una de las cuales estd presente en dos copias. La reductasa de la
dinitrogenasa es una proteina dimérica que consta de dos subunidades idénticas, producto del gen
nifH. FeMo-co se sintetiza con la participacion de varios genes, incluyendo nif N, ¥, Z, W, E, y B,
asi como ), que controla un producto responsable del procesamiento del molibdeno. Ei gen nif4
codifica un regulador positivo que sirve para activar la transcripcién de otros genes nif.

En la figura 4.1 se muestra la estructura genética del regulon nif en Klebsiella pneumoniae, el
microorganismo fijador de nitrogeno mejor estudiado. La funcién de algunos genes es incierta. Se
conocen ofros genes que se sospecha que sean genes »if pero que no se muestran en esta figura. Los
transcritos en mRNA. (unidades transcripcionales) se muestran bajo los genes, las flechas indican la

direccion de la transcripcion’

» AT Reductasadafaf .
- e dinitrogenasa

1 o

ot anlasnsds = A - i '
. FaMo-Co” | —— " |Fe > .
ot e Srnlasm de

Procesamisnto lswesls dal eleclrones
. ¥ |FeMo-co L

Regutadores de la reductasa

- eaﬂll:ogenas e B a Piruvato
Procesamiento POSI[NO Negativo ,. _' céﬁlggi'fa . I;s}:rcibnde - {lavodoxina
, doMol - ?Flavodaxma - ._Vmamnnma' . -,‘d.'lmi;’?nf;f e oxldoretuciasa
I T T T e
O'B' A L FMZWVSUX'N’L E‘YTKD‘—H J
T . “ "i:'t
---W G <"ﬂ""f~«~»f**zf >

- Unidades !ranscnpcxonales

Figura 4.1 Estructura genética del reguldn nif en Klebsiella pneumoniae.
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La nitrogenasa esta sometida a controles regulatorios muy estrictos. La fijacion de nitrogeno se
bloquea por O, y por nitrégeno fijado, incluyendo NHa, NO+ y algunos aminodcidos.

La mayor parte de esta regulacién es a nivel transcripcional. Las distintas unidades
transcripcionales del regulén nif se muestran en fa Figura 4.1. Mientras que la transcripcidn de los
genes estructurales nif se activa por la proteina NifA (regulacion positiva), esta activacion se
elimina por la proteina NifL. bajo ciertas condiciones.

El amoniaco producido por la nitrogenasa no reprime la sintesis de la enzima porque tan pronto
como se forma se incorpora a forma organica y se usa en biosintesis. Pero cuando el amoniaco estd
en exceso (como cuando hay altos niveles en el medio), la sintesis de nitrogenasa se reprime
rapidamente. Esto evita desperdiciar ATP haciendo un producto que ya estd presente en gran
cantidad. En algunas bacterias fijadoras de nitrégeno, la actividad de la nitrogenasa también esta
regulada por amoniaco, lo que constituye un fenémeno llamado efecto “commutador” del
amoniaco. En este caso el exceso de amoniaco origina una modificacion covalente de la reductasa
de la nitrogenasa que produce una pérdida de la actividad enzimatica. Cuando el amoniaco vuelve a
ser factor limitante, esta proteina modificada se convierte a la forma activa y se reinicia la fijacion
de N, La regulacién por amoniaco es por tanto un método rapido y reversible de controlar el
consumo de ATP por ia nitrogenasa.

La nitrogenasa se ha purificado de un gran niimero de organismos fijadores de nitrégeno y en
todos los casos se ha visto que es un complejo formado por dos proteinas. Entre las nitrogenasas
con molibdeno, la dinitrogenasa de un organismo puede normalmente funcionar con la reductasa de
fa dinitrogenasa de otro organismo, lo que tiene un considerable interés evolutivo. Este resultado se
puede interpretar en el sentido de que las estructuras de los componentes de la nitrogenasa no han
cambiado mucho durante l1a evolucidn, lo que sugiere que los requerimientos moleculares para la
reduccion del N, son bastante especificos. De hecho, estudios sobre la agrupacion génica “HDK”

han confirmado esto, pues sondas moleculares conteniendo los genes nifHDK clonados de una
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bacteria fijadora de nitrogeno hibridan con el DNA de pricticamente todos los fijadores de N; pero
no con DNA de bacterias no fijadoras de N,.

L8y son transcritos en una

En Rhizobium, los genes nif estan localizados en grandes plasmidos
unidad transcripcional simple, en el orden nifHDK, en diversas especies de crecimiento rapido,
incluyendo: Rhizobium meliloti, Rhizobium trifolif® y Rhizobium leguminosarum™. En contraste,

estos genes se encuentran en el cromosoma, separados en dos operones nifH y nifDK, en las

27,66 42,100

especies de crecimiento lento, Bradyrhizobium japonicum™"™ y Bradyrhizobium sp.

En Frankia se ha encontrado que los genes #ifD y nifK son contiguos, mientras que el gen nifH
estd separado™®®.

En Anabaena, los genes nifH{ y nifD son adyacentes y se transcriben juntos, pero nifK esta
separado de nifD por 11 pares de kilobases de DNA. Ademds los genes nifV y nifS se encuentran a
la derecha del gen nifH’”.

La probabilidad de que algunos microorganismos sean no cultivables™, hace imprécticas las

529 La ecologia

técnicas tradicionales para evaluar las poblaciones de fijadores de nitrégeno
molecular ha desarrollado métodos para analizar extractos de DNA ambiental de secuencias de
genes especificos®®. Debido a que I fijacion de nitrégeno es realizada por grupos filogenéticamente
heterogéneos de procariontes, la deteccion de un marcador genético (inico requerido para la fijacién
de nitogeno nos da una forma de analizar la fijacién de nitrégeno potencial en los ecosistemas.

Para la evaluacién de microorganismos fijadores de nitrogeno en el medio ambiente, el analisis
de nif H, ¢l gen que codifica la reductasa de la dinitrogenasa , ha sido usado con varios iniciadores
de PCR que amplifican este gen de muestras de microorganismos y de muestras

0S92 Debido a las grandes diferencias filogenéticas entre los microorganismos

ambientales
fijadores de nitrogeno, las secuencias de los genes nif H tienen algunas diferencias considerables'®,
y aln las secuencias conservadas de DNA que codifican proteinas pueden variar. Sin embargo, ¢l

uso de protocolos de investigacion mas sofisticados podrdn hacer relativamente simple el complejo

estudio de los microorganismos fijadores de nitrogeno en un ecosistema dado. Widmer, Shaffer y
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colaboradores utilizaron esta técnica en mantillo y suelos en Douglas Fir Forest Oregon.
Identificaron en mantillo los géneros: Rhizobium , Sinorhizobium y Azorhizobium. En suelos,

identificaron fos géneros: Bradyrhizobium, Azorhizobium, Herbaspirillum y Thiobacillus M,

4.2 Genética de la formacion del nédulo: genes nod
Los genes gue dirigen las etapas especificas de la nodulacién de una leguminosa por una cepa

especifica de Rhizobium se denominan genes nod.

En la Tabla 4.2 se enlistan los genes nod, las proteinas que codifican y su funcion®:

Tabla 4.2 Genes nod, las proteinas que codifican y su funcién

GENES rod | PROTEINA FUNCION

nod A Nod A Determina la formacion del nddulo

nod B Nod B Determina la formacion del nédulo

nod C Nod C Determina la formacién del nédulo

nod D Nod D Control de ia transcripeion de otros genes nod

nod F Nod F interviene en el transporte de sustancias para
una nodulacidn efectiva

nod E Nod E Determinante del grupo de inoculacién cruzada

nod L Nod L Determinante del grupo de inoculacién cruzada

nod M Nod M (Glucosamina sintasa que interviene en la sintesis
de los factores Nod

nod | Nod | Proteina de membrana que transporta los factores
Nod al extertor de las células bacterianas

nod J Nod J Proteina de membrana que transporta los factores
Nod al exterior de las células bacterianas

Muchos genes nod de diferentes especies de Rhizobium estin muy bien conservados y se
transmiten por medio de plasmidos de gran tamafio, denominados pldsmidos Sym. Ademés de los
genes nod, que dirigen el proceso de nodulacion, los plidsmidos Sym contienen genes de
especificidad, que restringen una cepa de Rhizobium a una determinada planta hospedadora. Es
decir, la especificidad de grupo de inoculacidn cruzada puede transferirse entre especies de rizobio
por la simple transferencia del pldsmide Sym”™. Por ejemplo, cuando el plasmido Sym de

Rhizobium leguminosarum biovar viciae (cuya planta hospedadora es el guisante) se transfiere a

B ms n
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Rhizobium leguminosarum biovar trifolii (cuya planta hospedadora es el trébol), las células de esta
altima variedad forman nédulos en la planta del guisante o chicharo®.

En la Figura 4.2 se presenta la organizacion de los genes nod en el plasmido Sym de Rhizobium
leguminosarum biovar viciae. El producto de nodD controla la transcripcion de otros genes nod. Las
cajas nod aparecen destacadas en gris y las flechas indican la direccion de la transcripcion de los

genes nod".

Direccion de la \ranscripaidn

‘\\? RoaM EodL] nodE hoanddAI noa | nodc | noar 1., nods %

Direccion de 1a transcripcién

Figura 4.2 Organizacién de los genes nod en el plismido Sym de Rhizobium leguminosarum

biovar viciae.

En el plasmido Sym de Rhizobium leguminosarum biovar viciae, los genes nod estan situados
entre dos grupos de genes que determinan la fijacién de nitrégeno, denominados genes nif (en esta
especie y algunas otras especies del género Rhizobium, los genes nif estdn en plasmidos). La figura
4.2 muestra la disposicion de los genes nod en el plasmido Sym de R. leguminosarum, especie en la
que han sido identificados. Se ha logrado secuenciar toda la region nod y se conoce la funcidn de
muchas de las proteinas que codifican estos genes. Los genes nod4BC son comunes a todas las
especies de Rhizobium y participan en la produccion de moléculas parecidas a la quitina, llamadas
factores Nod, que inducen el rizado de los pelos radicales y desencadenan la division de la célula
cortical de la planta, lo que determina la formacién del nédulo.

En la Figura 4.3 se muestra la estructura de los factores Nod.. (a) Estructura general del factor
Nod producido por Rhizobium trifolii y Rhizobium meliloti biovar viciae y (b) en la tabla se
presentan las diferencias estructurales (R, R2) que definen el factor Nod concreto de cada especie.

La unidad hexosa central se puede repetir hasta tres veces. C16:2, dcido palmitico con dos enlaces
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dobles:; C16:3, acido palmitico con tres dobles enlaces; C18:1, acido oleico con un doble enlace;

.. . s ]
C18:4, acido oleico con cuatro dobles enlaces; acido acético™.

(a}

Especies R,
Ahizobitm s ] Ci6:20
- malilofi ¥, C16:3
Ahizobium " 7
leguminosarum| C18:10
biovar vigiae | C18:4
(b} = .

Figura 4.3 Factores Nod. (a) Estructura general del factor Nod producido por Rhizobium
Trifolii y Rhizobium meliloti biovar viciae y (b) en la tabla las diferencias

estructurales (R, Ry) que definen el factor Nod concreto en cada especie.

Quimicamente, los factores Nod consisten en un esqueleto de N-acetilglucosamina al cual se
unen varias moléculas (Figura 4.4). La especificidad del hospedero estd determinada por la
estructura exacta del factor Nod producido por una determinada especie de Rhizobium. Por tanto,
ademés de los genes nodABC, comunes a todas las especies y cuyos productos sintetizan el
esqueleto nod, hay unos genes nod propios de cada especie que aportan variaciones quimicas sobre
el esqueleto basico del factor Nod. Estos factores Nod son los Gnicos responsables del rizado del
pelo radicular y del inicio del nodulo, como se ha mostrado en experimientos donde se han afiadido
factores Nod purificados a los tejidos de la raiz, dicho tejido forma nddulos, incluso en ausencia de
células de Rhizobium™*’",

En Rhizobium leguminosarum biovar viciae, el gen nodD codifica una proteina reguladora,

NodD, que controla la transcripcion de otros genes nod (Figura 4.3). La proteina NodF interviene en

el transporte de las sustancias necesarias para una nodulacion efectiva; NodE y NodL participan en
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la determinacion del rango del hospedador (grupos de inoculacion cruzada). NodM es una
glucosamina sintasa que intervienc en la sintesis del factor Nod. Nodl y NodJ son proteinas de
membrana que transportan los factores Nod al exterior de las células bacterianas®"".

NodD pertenece a una familia de proteinas reguladoras que activan la transcripcion de otros
genes plegando el DNA en el lugar del promotor; esto refuerza la union de la RNA polimerasa. Por
tanto, puede considerarse NodD como un elemento regulador de tipo positivo’ . Se cree que NodD
se une a regiones corriente arriba de los operones del gen nod estructural (regiones que se¢
denominan cajas nod) y, tras interaccionar con moléculas inductoras, pliegan el DNA en esta
region, lo que estimula la transcripcion. Se han identificado varias moléculas inductoras. En la
mayoria de los casos se trata de flavonoides vegetales, moléculas organicas complejas que son
producidas por plantas y sc encuentran ampliamente distribuidas (Figura 4.4). Los flavonoides
tienen muchas funciones en las plantas, incluyendo la regulacion del crecimiento y la atraccion de
fos animales polinizadores. Sin embargo, las leguminosas se salen de lo usual porque, a diferencia
de ofras plantas, sus raices segregan grandes cantidades de flavonoides, presumiblemente para
desencadenar la expresion del gen nod en los rizobios que se encuentran en el suelo cerca de fa
planta. Es interesante notar que algunos flavonoides cuya estructura es muy parecida a la de los
inductores nodD (Figura 4.3) inhiben fuertemente la induccion de los genes nod en determinadas
especies de rizobios. Esto sugiere que una parte de la especificidad observada entre la planta y la
bacteria en la simbiosis Rhizobium-leguminosa podria depender de la naturaleza quimica de los
flavonoides excretados por una determinada planta™.

En la Figura 4.4 se muestra la estructura de moléculas flavonoides que: (a. b) inducen la
expresion del gen nod y (c) la inhiben, en Rhizobium meliloti biovar viciae. Puede observarse la
similitud en la estructura de las tres moléculas. El nombre comiin de la estructura mostrada en (a) es
luteolina y es un derivado flavonico. La estructura (b) se llama eridictiol y es quimicamente una

flavanona. La estructura en (c) se llama genistefna y es un derivado isoflavénico™:
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52 Inductores

Inhibidores
OH o]

b, 7, 3, 4' - Telrahidrexiflavona
(a)

OH e}

(b}

HO,

CH 0

5, 7, 4* - Trihidroxiisoflavona

(¢
Figura 4.4 Estructura de moléculas flavonoides que (a,b} inducen la expresién de los genes

nod y(c)lainhiben, en Rhizobrum meliloti biovar viciae.

4.3 Cooperacion genética en la simbidsis Rhizobium-leguminosa

También se han identificado otras funciones dirigidas genéticamente que son cruciales para la
simbiosis Rhizobium-leguminosa. Como se ha observado previamente, la leghemoglobina,
destacada proteina fijadora de O, en el nddulo radicular, estd codificada genéticamente por la

bacteria; los genes nif residen en los plasmidos Sym o, en algunas especies de Rhizobium. en el
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propio cromosoma. En cambio, la sintesis de flavonoides y lectina es claramente una propiedad
genética de la planta™’,

El gen de la hidrogenasa, el gen hup, es propio de las bacterias y frecuentemente se localiza en el
plasmido Sym. La funcién de la hidrogenasa en los rizobios es incorporar el H; originado por la
actividad de la nitrogenasa. El rastreo de cepas de tipo salvaje de varias especies de Rhizobium ha
demostrado que s6lo alrededor de un 20% de todas las cepas de R leguminosarum Yy
Bradyrhizobium japonicum contienen genes hup (hidrogen uptake) y producen hidrogenasa™, y que
esta importante enzima estd totalmente ausente en cepas de muchas otras especies de Rhizobium
recogidas en el campo. Se ha comprobado experimentalmente los niveles totales de nitrégeno en la
planta, en relacion a las cepas que carecen de la actividad de dicha enzima. Esto sc debe al reciclado
de H, procedente de la actividad de la nitrogenasa, que de otra manera se perderia. El hallazgo ha
impulsado los esfuerzos para dotar de genes hup a todas las cepas de Rhizobium usadas para la

inoculacion en el campo, mediante ingenieria genética™.
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C ONCLUSTIONESS

La fijacion de nitrogeno es una propiedad exclusiva de microorganismos procariontes

El sistema enzimatico de la nitrogenasa consta de dos proteinas: la dinitrogenasa y la reductasa

de la dinitrogenasa.

Existen nitrogenasas alternativas que utilizan vanadio o hierro y azufre

Los factores que afectan directamente el proceso de fijacion de nitrogeno son: pH, humedad,

temperatura, concentracién y disponibilidad de diferentes elementos, y fuentes de energia.

Existen diferentes mecanismos de proteccion de la nitrogenasa: la eliminacién de O, por

respiracion, la produccion de capas mucosas que retienen O,, la compartimentalizacién en los

heteroquistes, la formacion de vesiculas y la sintesis de leghemoglobina en la simbiosis Rhizobium-

leguminosa.

En la fijacidn de nitrégeno estan involucrados los genes nif, los genes nod, y el gen hup

Los 20 genes aif, codifican y regulan la sintesis del sistema nitrogenasa y de FeMo-co

Los genes nod, codifican y regulan el proceso de nodulacion de los microorganismos simbiontes

El gen hup codifica y regula ta sintesis de la hidrogenasa que favorece la fijacion de nitrégeno
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Los genes nif HDK han sido utilizados para elaborar sondas como prueba definitiva para

identificar microorganismos fijadores de nitrégeno.

En la regulacion de la simbiosis que realizan los rhizobia y las leguminasas intervienen: Ja

ricadesina, las lectinas, los factores Nod, los flavonoides y la leghemogiobina.

RECOMENDACIONES

Promover la investigacién, difusién y utilizacion de inoculantes biologicos para evitar el uso de

fertilizantes nitrogenados que alteran el medio ambiente.

Se recomienda el uso de inoculantes bioldgicos en sustitucion al uso de semillas transgénicas.
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Los genes nif HDK han sido utilizados para elaborar sondas como prueba definitiva para

identificar microorganismos fijadores de nitrogeno.

En la regulacion de la simbiosis que realizan los rhizobia y las leguminasas intervienen: la

ricadesina, las lectinas, los factores Nod, los flavonoides y Ia leghemoglobina.

RECOMENDACIONES

Promover la investigacion, difusion y utilizacion de inoculantes biolégicos para evitar el uso de

fertilizantes nitrogenados que alteran el medio ambiente.

Se recomienda el uso de inoculantes bioldgicos en sustitucion al uso de semiljas transgénicas.
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