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RESUMEN

En este trabajo se presenta la caracterizacion a nivel molecular de una cepa mutante de
Rhizobium etli (CFN030) con una expresion alterada de su cadena respiratoria y una capacidad
incrementada de fijacién de nitrogeno en simbiosis con el frijol (Phaseolus vulgaris). La cepa
mutante CFN0O30 fue obtenida por mutagénesis con el transposon Tn5-mob y fue aislada por
presentar un fenotipo resistente a azida de sodio. Esta mutante sufrié la insercion del Tn5-mob
en el cromosoma, y presenta mayores actividades respiratorias en cultivos microaerébicos,
asi como una fijacion simbidtica de nitrogeno aumentada. En estudios espectroscopicos
realizados con esta cepa, se observa una expresion derreprimida del citocromo aa; en cultivos
microaerobicos, junto con la expresion en vida libre del citocromo cbbs, cuya expresion no
ocurre en la cepa silvestre, excepto durante la simbiosis (Miranda er al, 1996,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 45: 182-188).

Se realizaron hibridaciones tipo Southern para localizar la insercion del transposén en la
cepa CFNO030, con el proposito de identificar y clonar el gene mutado por la insercion del
Tn5-mob. A partir del ADN genomico de la cepa CFN030, se aislo un fragmento Sal I de 3 kb
que contiene 527 pb de ADN silvestre junto con el gene del Tn5-mob que imparte resistencia a
kanamicina. Este fragmento Sal I fue clonado en el vector pSK, y se emple6é como sonda para
buscar en un banco de cosmidos (que contiene el ADN genomico de R. erli) la regién mutada
por la insercion del transposon. La hibridacion correspondiente revel6 que la zona donde ocurrié
la insercion del Tn5-mob se trata de un fragmento EcoRI de 5 kb, contenido en el césmido 6.63.
Este fragmento EcoRI fue aislado del cosmido 6.63 y clonado en el vector pSK. La nueva clona
recibi6 el nombre de pFV.

Para realizar la caracterizacion molecular de la cepa CFN030, se secuencié parte del
plasmido pFV. La secuencia fue analizada con ayuda de programas informaticos, para detectar
marcos abiertos de lectura (ORFs). Se realizaron bisquedas de homologias de dichos ORFs
con la informacién genética de otros microorganismos, disponible en bases de datos.

El analisis de la secuencia revelo 6 ORFs. En la busqueda de homologias se encontrd que
el ORF 1 presenta un motivo correspondiente a una familia de proteinas que unen GTP y otros

nucledtidos fosfatados. EI ORF 6 presenta homologia con proteinas de varios microorganismos,



las cuales contienen varios residuos de cisteina conservados, lo que hace pensar que se trata de
una familia de proteinas atin no descrita. Los demas ORFs no presentan homologias, por lo que
se trata de genes nuevos. El ORF 2, en caso de existir, seria un gene solitario. Dentro de estos
ORFs destacan los ORFs 4 y 5. Dada la continuidad de los genes en la secuencia, se piensa que
los ORFs 3, 4 y 5 puedan estar organizados como un opero6n. La insercion del TnS-mob ocurri6
al inicio del ORF 4, por lo que posiblemente este gene si exista y tenga una funcion especifica,
que fue alterada por la insercion del transposon. También es posible la existencia del ORF 5.
Se realizaron experimentos de complementacion genética, en los que se observé que el fenotipo
mutante (alta resistencia a azida de sodio) es dominante aun al complementar la region mutada
con el plasmido pFV, que contiene el fragmento EcoRI de 5 kb. Dicha dominancia sugiere una
expresion constitutiva del ORF 5 (o del ORF 4, o de ambos), debido a que los ORFs en cuestion
posiblemente se estén transcribiendo a partir de un promotor interno del TnS-mob.

El hecho de que estos genes no han sido reportados en la literatura, sugiere que se trata de
genes nuevos, cuyo estudio podria contribuir al conocimiento de la fijacion simbiodtica de

nitrogeno.
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INTRODUCCION

La creciente demanda mundial de alimentos, asi como los danos que el hombre ha causado
al medio ambiente debido a un empleo inmoderado de fertilizantes, han estimulado la
investigacion en todo el mundo sobre la fijacion simbidtica de nitrégeno. Los conocimientos
sobre este proceso podrian contribuir a elevar la productividad en el campo y desarrollar
practicas agricolas sustentables, por lo que es importante entender bien la genética de dicho
proceso. En el laboratorio del Dr. Mario Soberon se obtuvo una cepa mutante de Rhizobium etli
(CFNO030) con una capacidad incrementada de fijacion de nitrégeno, cuya caracterizacion
molecular es el tema de esta tesis. La caracterizacion molecular consistié en la clonacién y
secuenciacion de la region genética mutada, con un andlisis de las posibles regiones
codificadoras y la busqueda de genes homologos en bancos de informacion genética.

En esta introducci6n se presenta la situacién actual de la poblacion y la agricultura a nivel
mundial, asi como la manera en que se han mejorado las practicas agricolas gracias a
la investigacion cientifica y el desarrollo tecnologico. Posteriormente, se explica la importancia
del nitrégeno para la vida, y se revisa el proceso de fijacion de nitrégeno en todas sus formas.
Al estudiar la bioquimica de la fijacion simbidtica de nitrogeno, se profundiza en
el metabolismo aerobico de las bacterias, dado que la cepa CFN030 presenta alteraciones en
su cadena respiratoria que posiblemente estén muy relacionadas con el aumento en su capacidad
de fijacion de nitrogeno. Al final de la introduccién se sintetiza el estado actual de las
investigaciones sobre las bacterias rizobidceas, incluyendo proyectos de secuenciacion
genomica, y se analiza la posibilidad de mejorar la produccion agricola mediante

la manipulacion genética de la fijacion de nitrogeno.



1. Situacion de la poblacién, la agricultura y la alimentacién a nivel mundial

El siglo XX fue un siglo de crecimiento demografico, desarrollo econdémico y problemas
ambientales sin precedentes (United Nations, 2001). Entre 1900 y 2000, la poblacion mundial
aument6 de 1,600 a 6,100 millones de habitantes, ocurriendo el 50% de este aumento después de
1960 (Alexandratos, 1999). La tasa de crecimiento actual es de 1.4%, por lo que cada afo se
suman 84 millones de habitantes. Con esta tasa de crecimiento la poblacion podria aumentar a
8,300 millones de habitantes en el afio 2030 (e inclusive hasta 12,000 millones de habitantes en
un lapso de 50 arfios), viviendo el 80% en paises en vias de desarrollo (Alexandratos, 2003).
La explosion demografica ha incrementado la demanda de bienes y servicios, lo cual se traduce
en un consumo creciente de alimentos y energia, asi como un impacto negativo sobre el medio
ambiente. Para hacer frente a estos problemas, se necesita conocimiento cientifico capaz de
generar tecnologias que conduzcan a un desarrollo sustentable', ademas de disefiar politicas
socioeconomicas dirigidas a proteger el medio ambiente, combatir la pobreza vy
la desigualdad econdmica.

La situacion econémica mundial ha cambiado de forma muy drastica en los tltimos afios.
Los paises en vias de desarrollo han dejado de ser exportadores para convertirse en importadores
de alimentos (como cereales, azlcar y carne) y materias primas (como hule, petréleo y urea),
ademas de que ha disminuido el valor en el mercado de algunos de sus principales productos de
exportacion (como el café). Los gobiernos de Estados Unidos y la Unién Europea subsidian las
exportaciones de alimentos e imponen aranceles a las importaciones, lo cual tiene repercusiones
econdémicas negativas en la distribucion mundial de alimentos (Alexandratos, 2003).

La competencia por el mercado global entre Estados Unidos y la Unién Europea a través de una

' El desarrollo sustentable fue definido en 1987 como “el desarrollo que satisface las necesidades del
presente sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras para satisfacer sus propias
necesidades” (United Nations, 2001). La agricultura sustentable implica atender tres objetivos
fundamentales: la salud del medio ambiente, la viabilidad economica, y la equidad social y econoémica,
a través de la adopcion de sistemas agricolas capaces de mantener su productividad indefinidamente
(Herrera er al., 2001). Las practicas agricolas sustentables tienen un papel basico en la generacion del
crecimiento economico (Mathot, 2003), y es tal su importancia que el afio pasado la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) celebré una conferencia mundial sobre
fertilizantes y desarrollo sustentable, en cooperacién con la Asociacion Internacional de la Industria de
Fertilizantes (IFA) (IFA-FAO Agriculture Conference "Global Food Security and the Role of Sustainable
Fertilization", Roma, Italia, 26-28 de marzo de 2003).



guerra de subsidios es una practica que impide la entrada al mercado de los paises en vias de
desarrollo, ademas de significar un alto costo fiscal para los gobiernos de los paises
desarrollados, pues las exportaciones se mantienen gracias a las subvenciones del erario.
En los afos noventa el Banco Mundial estimoé que los subsidios y restricciones a la importacion
de alimentos representaban un gasto irrecuperable de US $100,000 millones anuales para los
contribuyentes de unos 20 paises desarrollados (Wonnacott y Wonnacott, 1992). Ademas,
a medida que continie en declive el precio de los alimentos, los gobiernos tendran que
incrementar los subsidios.

En las ultimas tres décadas, la produccion mundial de alimentos se ha decuplicado,
pasando de 20 MTg anuales en el periodo 1968-1970 a 212 MTg anuales en 1998. Si bien esta
enorme productividad podria satisfacer las necesidades de la poblacion mundial, en realidad
no ha resuelto el problema del hambre, y ha provocado una caida en los precios de los alimentos
(cfr. Alexandratos, 1999):

a) En 1996 el trigo tenia un valor de US $210/Tg, mientras que en 1998 el precio se redujo
a US $126/Tg. El precio de los alimentos desciende mientras ocurre un aumento en el precio de
otros factores de la produccion como fertilizantes y maquinaria. Esto empobrece a los pequefios
productores y repercute en la economia global, pues los gobiernos se ven obligados a subsidiar a
los agricultores y almacenar los excedentes de la produccién.

b) La demanda mundial de alimentos ha disminuido significativamente debido a una
pérdida de poder adquisitivo de la poblacion. Asi, cada vez hay una mayor oferta de alimentos
que no llegan a la mesa de quien mas los necesita.

En el caso de México, el aumento demografico no ha sido acorde con un aumento en la
produccion alimentaria, por lo que nuestro pais se ha convertido en un importador de alimentos
basicos como frijol, maiz y trigo (Rocha y De Las Peiias, 1990). Al cierre del afio 2001,
la balanza comercial agropecuaria y pesquera presentd un déficit por US $1,117 millones,
debido al incremento de 6.9% en la importacion de productos agropecuarios y pesqueros,
y a la disminuciéon de 4.8% en las exportaciones. Esta tendencia se revirti6 en el 2002,
con un saldo positivo de dicha balanza comercial por US $44 millones al reducirse

las importaciones (SAGARPA, 2002). Nuestro pais atraviesa una severa crisis del campo,



la cual tiene numerosas consecuencias negativas como la substitucion de productos nacionales

por importados, déficit en la balanza comercial, desempleo y migracion, etc.

2. Desarrollo de tecnologias para satisfacer las necesidades alimenticias

El gran crecimiento demografico vivido en los ultimos 50 afios motivo la investigacion y
el desarrollo de nuevas tecnologias para aumentar la producciéon mundial de alimentos.
Un movimiento importante fue la Revolucion Verde?, que introdujo cambios substanciales en
las practicas agricolas: nuevas técnicas de mecanizacion e irrigacion, amplio uso de fertilizantes
y pesticidas, desarrollo y cultivo de variedades hibridas mas productivas. La Revolucién Verde
permitié incrementar drasticamente la produccién mundial de alimentos y combatir el hambre
en paises como China, India y Pakistan (Parks, 2003).

No obstante los resultados obtenidos, los cambios introducidos por la Revolucion Verde
han propiciado otros problemas, como la amenaza a la diversidad genética de las especies y el
uso extensivo de fertilizantes. La agricultura se ha vuelto dependiente de los fertilizantes
sintéticos, y su uso indiscriminado ha provocado dafios al medio ambiente (los problemas
propiciados por los fertilizantes, asi como la crisis que atraviesa esta industria, se explicaran mas
adelante). Estas limitaciones plantean la necesidad de continuar la investigacion cientifica y
el desarrollo tecnolégico necesarios para poder resolver dichos problemas. Sin embargo, el uso
de nuevas tecnologias no es suficiente para solucionar el problema de la alimentacion.
Es necesario tomar decisiones politicas y econdémicas adecuadas para el bienestar de la
poblacion mundial.

Una tecnologia desarrollada recientemente es la biotecnologia de plantas, basada en el uso
de la ingenieria genética para crear organismos modificados genéticamente (también conocidos

como organismos transgénicos o GMO, Genetically Modified Organisms). La ingenieria

? "Revolucién Verde" es un término usado desde los aiios sesenta para describir los esfuerzos realizados
por fundaciones de caracter privado y gobiernos de paises en vias de desarrollo, con miras a mejorar la
agricultura en dichos paises. Uno de los cientificos mas destacados es Norman Ernest Borlaug, quien
desde 1944 realiz6 investigaciones auspiciadas por la Fundacion Rockefeller en México. Borlaug y su
equipo desarrollaron hibridos vegetales, de los cuales destaca el "trigo enano”, una variedad con mayor
cantidad de proteina y mayor rendimiento en cultivos. Esta semilla permitié elevar la produccion de trigo
en México de 300,000 Tg en 1950 a 2.6 MTg en 1970. Por sus investigaciones, Borlaug recibio el
Premio Nobel de la Paz en 1970.
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genética aplicada a la biotecnologia de plantas tiene como objetivo elevar la productividad,
reducir costos de produccion y mejorar la calidad de los alimentos (Xoconostle y Ruiz, 2002).
La biotecnologia de plantas ha modificado la agricultura al permitir desarrollar especies
resistentes a pesticidas, a herbicidas y a enfermedades. Algunos de los organismos modificados
genéticamente son la soya, el maiz, el algodén, el tomate, el arroz, el tabaco, la canela y la papa
(actualmente, la soya transgénica ocupa mas del 40% de los cultivos totales de soya en Estados
Unidos, mientras que el maiz transgénico ocupa mas de la tercera parte de los cultivos en dicho
pais). El desarrollo inicial de la biotecnologia de plantas fue hecho en el sector académico, y hoy
en dia las principales investigaciones biotecnologicas son conducidas por empresas como
Monsanto, DuPont y Novartis (Kishore y Shewmaker, 1999; Herrera et al., 2001; Cruz, 2002).
Los conocimientos generados por esta nueva tecnologia seran determinantes para el
futuro, por lo que es fundamental que los paises en vias de desarrollo efectiien sus propias
investigaciones biotecnologicas, para poder satisfacer las necesidades de su poblacion.
En México, 60 dependencias de distintas instituciones trabajan en investigacion y desarrollo
en biotecnologia vegetal, estudiando diversos campos como la propagacion in vitre de plantas,
la conservaciéon del germoplasma, el mejoramiento genético, la fijacion de nitrégeno y
las relaciones con microorganismos patdgenos. Se estudian 80 especies, principalmente:

maiz, frijol, chile, papa, tomate y coco (Herrera et al., 2001).

3. Importancia del nitrégeno para la vida y la agricultura

En 1843, Lawes y Gilberts dieron a conocer que el nitrégeno era el recurso limitante del
crecimiento de las plantas, en forma de nitratos o amonio (Fowden, 1979). Entre 1886 y 1888,
Hellriegal y Wilfarth publicaron que ciertas bacterias participaban en la fijacion de nitrégeno
(Sessitsch ef al., 2002). En 1888, Martinus W. Beijerinck aislo el microorganismo responsable
de la nodulacion de plantas leguminosas, llamandolo Bacillus radicicola. En 1889, Frank
renombro a esta bacteria Rhizobium (Wang et al., 2001).

El nitrégeno es un componente esencial para la vida, al formar parte de moléculas como
los acidos nucleicos, las proteinas, las hormonas y las porfirinas. No obstante su importancia
capital, el nitrégeno no puede ser aprovechado de la atmésfera por los organismos eucariontes,

de modo que las plantas dependen de otras fuentes para poder utilizar el nitréogeno



(bacterias fijadoras de nitrogeno, abonos, fertilizantes de origen quimico, etc.) (Vance, 1998).
Cada persona necesita consumir anualmente al menos 3 kg de N (Frink et al., 1999).

Después de la fotosintesis, la adquisicion y asimilacion de nitrogeno es la funcion
bioquimica mas importante para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Olah et al., 2001).
En general, el nitrégeno es el nutriente que limita el crecimiento de las plantas, aunque bajo

ciertas condiciones los nutrientes limitantes pueden ser agua o fosforo (Atlas y Bartha, 1998).

4. Fijacién de nitrégeno

Para que los seres vivos puedan aprovechar el nitrogeno presente en el medio ambiente,
este elemento debe ser metabolizado y absorbido por las plantas, de donde es distribuido a
través de las cadenas y redes troficas. El nitrogeno molecular (N3) es un gas inerte que no puede

ser aprovechado directamente (de ahi su nombre de azote, sin vida), asi que primero debe ser
reducido a otras especies quimicas, como amoniaco (NH3), nitratos {NO;-) v nitritos (NOg-).

A partir de estos compuestos inorgdnicos los seres vivos pueden sintetizar diversos compuestos
organicos como urea, acido urico, aminoacidos y dcidos nucleicos.

La conversion de nitrogeno molecular a estas formas quimicas recibe el nombre de
fijacién de nitrégeno, y el nitrogeno agrupado en dichas especies quimicas (NH; / NH4+, NO, ,

NO;) recibe el nombre de nitrégeno fijado. El N, posee un triple enlace muy estable

(945 kJ/mol o 226 kcal/mol), que requiere mucha energia para fragmentarse, por lo que
la fijacion de nitrogeno tiene un elevado costo energético (Huheey et al., 1997).

La fijacion de nitrégeno se divide en varios rubros (tabla 1).

Tabla 1. Formas en que se lleva a cabo la fijacion de nitrogeno.

-
Artificial
~

No biolégica

Fijacién de nitrégeno <

Natural < i s
No simbidtica

Biologica

\_ \_ Simbidtica
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No se tienen calculos exactos, pero se estima que anualmente son fijadas mas de
250 MTg de N, tanto en forma natural como artificial. En las tablas 2 y 3 se presentan

las cantidades anuales de nitrogeno fijado en cada rubro.

Tabla 2. Cantidades globales de nitrégeno fijadas en forma artificial y natural.

Total de N fijado: 250 MTg

Proceso de fijacion Toneladas anuales de N | Porcentaje
Fijacion artificial de nitrogeno 80 MTg 32%
(proceso industrial Haber-Bosch)
Fijacion no biologica 20 MTg 8%
(efectuada por rayos atmosféricos)
Fijacion biologica de nitrégeno 150 MTg 60%
(FBN)

Tabla 3. Cantidades globales de nitrogeno fijadas en forma biologica.

FBN: Fijacion biologica de nitrogeno (150 MTg anuales)
FSN: Fijacion simbiodtica de nitrégeno (120 MTg anuales)
FTN: Fijacion total de nitrégeno (250 MTg anuales)

Proceso de la FBN Toneladas anuales de N Porcentaje
Fijacion no simbidtica 30 MTg 20% de la FBN
(microorganismos de vida libre) 12% de la FTN
Fijacion simbidtica realizada 90 MTg 60% de la FBN
por bacterias de la familia 75% de la FSN
Rhizobiaceae 36% de la FTN
Fijacion simbidtica realizada 30 MTg 20% de la FBN
25% de la FSN

por otras bacterias
12% de la FTN
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4.1. Fijacion artificial de nitrégeno

4.1.1. Proceso Haber-Bosch (Sintesis de amoniaco para elaborar fertilizantes)

Mias de 95 MTg de N en forma de NH; son sintetizadas anualmente mediante este
proceso, de las cuales 80 MTg de N son empleadas directamente para la manufactura de
fertilizantes quimicos (Socolow, 1999). Esta tltima cantidad representa practicamente la tercera
parte del N total fijado en el planeta, equivalente a US $40,000 millones, constituyendo entre
4 y 8% del comercio mundial de productos y materias primas (Mathot, 2003).

El proceso Haber-Bosch fue desarrollado por los quimicos Fritz Haber y Carl Bosch para
la empresa BASF’. El amoniaco producido inicialmente sirvid como materia prima de
explosivos para la Primera Guerra Mundial (Zuberer, 1998; Frink et al., 1999).

El proceso Haber-Bosch consiste en la sintesis quimica del NHs; a partir de N
(proveniente de la destilacion del aire liquido) e H; (proveniente del gas natural). La reaccion de
sintesis es la siguiente:

N, (g) +3H2(g) = 2NH;(aq) AG =-53 kJ (-12.7 kcal)

Pese a ser una reaccion exotérmica, se requiere una gran cantidad de energia para poder
romper el triple enlace del nitrégeno (226 kcal/mol), por lo que son necesarias presiones de
200 atmosferas y temperaturas de 400-500°C, ademas de emplear un catalizador formado por
una aleacion de 6xidos de hierro, potasio y aluminio (Huheey et al., 1997; Zuberer, 1998). Estas
condiciones tan drasticas significan un consumo adicional de combustibles fosiles destinado al
calentamiento del reactor. En 1986 se requerian 875 metros cubicos de gas natural, 2 toneladas
de carbon o 5.5 barriles de petréleo para fijar una tonelada de amoniaco (Dixon y Wheeler,
1986). Se han logrado mejoras significativas en la eficiencia de este proceso, la produccion
actual de amoniaco consume la mitad de energia empleada en los afios 60 (Mathot, 2003).

Una vez producido, el amoniaco es convertido a urea y sales de amonio, fosfatos y nitratos
granulados, para su comercializacion como fertilizantes. La produccion mundial de amoniaco
solo es rebasada por la produccién de acido sulfirico. 15 MTg de amoniaco se destinan a la

manufactura de 4cido nitrico, fibras, plasticos, detergentes y explosivos.

* Fritz Haber ide6 la sintesis quimica del proceso en 1908, mientras que Carl Bosch impulsé
el funcionamiento de la primera planta de amoniaco en Oppau, Alemania, en 1914. Haber recibié
el Premio Nobel de Quimica en 1918, y Bosch recibi6 dicho galardén en 1931 (Bernard, 1995).
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El fertilizante principal, la urea, se emplea como alimento para el ganado y como materia
prima para otros procesos quimicos (Bernard, 1995).

En 1930 la produccién mundial de fertilizantes de N fue de 1.3 MTg (Frink et al., 1999),
mientras que en 2001 alcanzo 82.2 MTg (Mathot, 2003). Se espera que en los proximos 30 afos

la demanda de fertilizantes aumente en 50 MTg (Alexandratos, 2003).

4.1.2. Problemas ecolégicos de la industria de los fertilizantes

Pese a haber aumentado notablemente la produccion agricola, el empleo indiscriminado
de fertilizantes quimicos presenta numerosas desventajas, ya que buena parte de los fertilizantes
no son aprovechados por las plantas y se diseminan a los ecosistemas (Wang et al., 2001).

El NH; es susceptible a transformaciones quimicas, generandose subproductos como
dioxido de nitrégeno (NO,), nitritos (NO;), nitratos (NO5 ), y los llamados 6xidos de nitrégeno
(NOx): oxido nitroso (N,O) y oxido nitrico (NO). Dichos subproductos se distribuyen por
toda la biosfera, provocando numerosos dafios a la capa de ozono, a la biodiversidad y

a la salud humana (tabla 4).

Tabla 4. Principales efectos negativos del uso indiscriminado de fertilizantes.
(Fuente: Socolow, 1999)

Contaminacion del aire ~
Darios a la salud humana

Exceso de nitratos en agua potable
Efectos regionales <  Eutroficacion de aguas )

Acidificacion de suelos y aguas

\ Amenaza a la biodiversidad > Daiios al medio ambiente

Contribucion al calentamiento global

Efectos globales
Danos a la capa de ozono J

a) Contaminacion del aire
El NH; y los NOx estimulan la formacién de smog al controlar la producciéon de ozono

troposférico y ser precursores de particulas nocivas para el aparato respiratorio (Socolow, 1999).



b) Exceso de nitratos en agua potable

Los nitratos se filtran al subsuelo, provocando salinizacion de los mantos acuiferos.
El consumo de aguas con alto contenido de nitratos (concentraciones mayores a 10 mg/L)
estd asociado a la metahemoglobinemia ("sindrome de los bebés azules"), una cianosis que
afecta principalmente a los nifios menores de seis meses. El nitrato es metabolizado a nitrito en
el tracto gastrointestinal de los infantes. El ion nitrito inactiva la hemoglobina en la sangre,
limitando la disponibilidad de oxigeno, lo que puede provocar diarreas, infecciones agudas

recurrentes del tracto respiratorio, y en algunos casos la muerte (Gupta et al., 2000 y 2001).

¢) Eutroficacion de aguas

Al eliminarse por aguas de drenaje, los nitratos aceleran la eutroficacién de rios y lagos
(Jensen y Hauggaard-Nielsen, 2003). La eutroficacion es un fendmeno provocado al afadir
un exceso de nutrientes (como nitratos y fosfatos) a un ecosistema acuatico. El exceso
de nutrientes produce un crecimiento desmedido de algas, lo que disminuye la concentracion del
oxigeno disuelto en agua, con la muerte consiguiente de los organismos superiores del habitat
(Alexander ef al., 1992).

Los rios conducen los nitratos al mar, donde se acumulan principalmente en estuarios y
bahias, desarrollindose zonas carentes de vida (Socolow, 1999). Se tienen casos bien
documentados al respecto, como la existencia de una zona hipoxica de 13,000 kilémetros
cuadrados en el Golfo de México, al sur de Louisiana, causada por la agricultura en torno

al rio Mississippi (Malakoff, 1998).

d) Acidificacion de suelos y aguas

Los oxidos de nitrogeno emitidos a la atmosfera, se oxidan a acido nitrico (HNO),
contribuyendo a la lluvia acida (Vance, 1998).

Los nitratos provocan acidificacion del suelo, disminuyendo la capacidad de retencion de
humedad, el contenido de materia organica, y en general, la fertilidad del suelo (Norse, 2003).

Esto constituye un circulo vicioso; al empobrecerse el suelo, ese necesario aplicar mas

fertilizantes.
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¢) Daiios a la biodiversidad

El cambio en el pH de suelos y aguas causa dafos a la diversidad biologica. La lluvia
acida ha terminado con las poblaciones de peces en muchos lagos de Europa, Estados Unidos
y Canada (Brown er al, 1993). Una acidificacion acentuada del suelo disminuye
la competitividad de las especies bacterianas indigenas, y aumenta la toxicidad de compuestos
de aluminio (Frink et al., 1999; Jensen y Hauggaard-Nielsen, 2003). En este aspecto,
la introduccion de bacterias rizobidceas resistentes a la acidez puede mejorar la fertilidad

del suelo, como ha ocurrido en Brasil y Australia (Sessitsch ef al., 2002).

f) Contribucién al calentamiento global y daiios a la capa de ozono

Un efecto indirecto del uso de fertilizantes es el agotamiento de recursos no renovables
como gas natural y petréleo. El CO; emitido por la combustion de estos recursos contribuye
al calentamiento global, y se estima que el uso de fertilizantes contribuye en 1% a las emisiones
antropogenicas globales de CO; (Vance, 1998; Jensen y Hauggaard-Nielsen, 2003).

EI N;O esta ampliamente reconocido como un gas de efecto invernadero con un tiempo
de residencia en la atmésfera de 120 afios. El NO (uno de sus subproductos) actiia como

catalizador en la destruccion del ozono estratosférico (Socolow, 1999).

Pese a sus desventajas, la agricultura se ha vuelto muy dependiente de los fertilizantes
quimicos, siendo imposible evitar su uso sin producir hambrunas. Tampoco es conveniente
eliminar el empleo de fertilizantes quimicos: se sabe que la productividad agricola aumenta

al maximo al combinar fertilizantes de origen natural y de origen sintético (Doyle, 2003).

4.1.3. Problemas econémicos de la industria de los fertilizantes

Aunque se ha mejorado la eficiencia del proceso Haber-Bosch, los costos de la produccion
siguen siendo elevados y estan ligados a los precios del petroleo. El consumo de petrdleo
representa 75% del precio de venta de los fertilizantes (Bernard, 1995). Postgate estimé que
los costos de la materia prima (metano, obtenido del gas natural) y del transporte se volverian

prohibitivos (Postgate, 1987). Esto ha sido completamente cierto.



21

En todo el mundo, la produccion y aplicacion de fertilizantes estd disminuyendo, debido
al aumento en los costos del petroleo y del gas natural®,

En Meéxico la situacion es particularmente grave. Nuestro pais, que hace veinte afios
era autosuficiente en producciéon de fertilizantes e incluso tenia excedentes para exportar,
actualmente importa fertilizantes. La industria estd en bancarrota: Pemex ha cerrado las plantas
productoras de amoniaco de los complejos Salamanca y Camargo (Ortega, 1999),
y ha disminuido significativamente la producciéon de amoniaco en el complejo Cosoleacaque,
que en 1981 era "el principal productor mundial de amoniaco" (sic) (Pemex, 1988). En mayo
de 1999 se detuvo la produccion nacional de urea (World Bank, 2000), importandose urea
de menor calidad y precio que la nacional, procedente de paises como Rusia o Ucrania
(Ortega, 1999). Una publicacion del Banco Mundial menciona que la produccion nacional de
urea se reiniciaria tras lograrse un acuerdo entre Pemex, la Secretaria de Energia y el sector
privado de la petroquimica, pero no se tiene informacion al respecto (World Bank, 2000).

Los problemas econdémicos y ecologicos que enfrenta la industria de los fertilizantes,
constituyen una razon adicional para buscar explotar de una mejor forma la fijacion bioldgica de
nitrogeno mediante la biotecnologia (Postgate, 1987). Estos problemas también estimulan la
investigacion en otras areas, como el drea de catalisis, donde se estan disefiando catalizadores
mas eficientes que los actualmente usados en el proceso Haber-Bosch, empleando metales de

transicion como titanio, molibdeno y tungsteno (Bernard, 1995).

4.2. Fijacion natural de nitrégeno

4.2.1. Fijacion no biolégica de nitrogeno

Entre 8 y 10 % de la fijacién total de nitrogeno (20-25 MTg) ocurre en la atmosfera,
mediante un proceso en el que el nitrogeno molecular (N;) se convierte en oxidos nitrogenados
(NOx) gracias a la alta energia de los relampagos (Dickson, 1980). Parece que la radiacion
ultravioleta también participa en este proceso. El nitrogeno fijado se transporta a la superficie

terrestre por medio de la lluvia (Vance, 1998).

* El consumo de fertilizantes varia segtn las condiciones de cultivo, pero el uso promedio en cereales es
de 200 a 300 kg/Ha, siendo un gasto total de US$ 80 a US$ 150 por hectarea (cada kilogramo de
fertilizantes cuesta entre 40 y 50 centavos de délar) (Sessitsch et al., 2002).
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4.2.2. Fijacién biolégica de nitrégeno (FBN)

El 60% restante de la fijacion total de nitrégeno (150 MTg) lo llevan a cabo seres vivos,
de donde deriva la importancia de cuidar los ecosistemas y estudiar este proceso (Vance, 1998).
A los microorganismos capaces de fijar el nitrégeno se les denomina diazétrofos.

La manera general en que las plantas convierten el nitrégeno elemental en nitrégeno
biologico es la siguiente: Las bacterias diazotrofas convierten el nitrogeno elemental en
amoniaco. Las plantas absorben el amoniaco del suelo y lo transforman en aminoécidos,
proteinas y otros compuestos nitrogenados. Por estas razones es vital restaurar el nitrogeno al
suelo, como se ha hecho tradicionalmente con la rotaciéon de cultivos y el empleo de abonos,
y en el siglo XX con el uso de fertilizantes quimicos. Ciertas plantas, como las leguminosas,
tienen la capacidad de fijar nitrogeno con ayuda de las bacterias que viven en sus raices.
Esta forma de fijar el nitrogeno (FSN: fijacion simbiotica de nitrogeno) es particularmente
importante, y se explicard mas adelante.

La fijacion biologica de nitrogeno puede resumirse en la siguiente ecuacion:

N, + 16 ATP + 8¢ + 8H' -) 2NH; + H, + 16 ADP + 16 P;

Como puede observarse, los costos energéticos de la fijacion de nitrogeno son altos.
Dependiendo del tipo de organismo diazotrofo, para convertir una molécula de N, a dos de NHj3
los requerimientos de energia varian entre 12 y 35 moléculas de ATP (McKee y McKee, 1996).
Este proceso no se desempefia de modo ideal; se sabe que en el caso de muchas bacterias
rizobidceas, solo 40 a 60% del flujo de electrones dentro del complejo nitrogenasa es utilizado
para reducir el nitrogeno, mientras que el resto se pierde mediante la formacién de hidrégeno,
disminuyendo significativamente la eficiencia (Glick y Pasternak, 1998). Ademés del ATP,
la reduccion de N> a NHj requiere una fuente de poder reductor: De —400 a —500 milivolt
por mol de N, fijado a pH 7 (Burris, 1991). Esta fuente de poder reductor son electrones
de bajo potencial provenientes de nucléotidos de piridina sintetizados a partir de piruvato,
o flavoproteinas como la ferredoxina (Hall et al., 1981).

Las fuentes de nitrogeno inorganico utilizadas por las plantas se restringen al nitrato y
al amoniaco. El amoniaco puede usarse de manera directa (en pH menor a 9.3 el amoniaco
esta presente como amonio, NHy"), u oxidarse a nitrato antes de ser absorbido por las raices.

Cuando el nitrégeno es ingerido como nitrato, la planta lo reduce a nitrito y a amoniaco
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sucesivamente, antes de ser incorporado (Hall er al., 1981). El amoniaco es transportado
a la célula hospedera y convertido a asparagina. Este aminoacido es transportado al tallo,
de donde se distribuye a toda la planta (Graham, 1998).

La FBN es un proceso exclusivo de unas cuantas especies procariontes, porque solo
algunas de ellas poseen la enzima que cataliza la reduccion del nitrégeno molecular a amoniaco,
el complejo nitrogenasa. De més de 10,000 géneros conocidos de bacterias, solamente cerca
de cien géneros contienen especies diazotrofas (Zuberer, 1998). Estos organismos se encuentran
tanto en vida libre como en simbiosis; unos son autétrofos mientras otros son heterétrofos.
Pese a su importancia para la vida, la fijacion biologica de nitrégeno es un proceso bioquimico

y fisiologico muy complejo, que no se ha entendido bien.

a) Fijacién no simbidtica de nitrogeno

La fijacion de nitrogeno la efectian tanto organismos simbioticos como no simbioticos.
Las bacterias fijadoras de vida libre se encuentran en hdbitats muy diversos: suelos,
sedimentos marinos, superficies de las hojas y del tronco de arboles, y en el tracto intestinal
de varios animales. Las hay aerébicas (Azotobacter, Beijerinckia), anaerdbicas facultativas
(Bacillus, Klebsiella) y anaerdbicas estrictas (Clostridium, Methanoccocus). Algunas son
no fotosintéticas (Clostridium) mientras que otras son fotosintéticas (Chromatium,
Rhodospirillum). Las cianobacterias que fijan nitrégeno estdn representadas principalmente
por los géneros Nostoc, Anabaena, Lyngbia y Calothrix.

Se estima que los organismos no simbidticos fijan anualmente 30 MTg (20% del total

del nitrégeno fijado biolégicamente).

b) Fijacion simbiotica de nitrogeno (FSN)

La FSN es la fuente principal de este elemento para la bidsfera. No se tienen célculos
exactos, pero se estima que la FSN aporta 120 MTg anuales, casi la mitad del nitrogeno
requerido para la agricultura. Esta fijacion es efectuada por microorganismos que establecen una
simbiosis con plantas, donde el microorganismo aporta el nitrégeno a la planta, y a cambio
recibe energia del vegetal (en forma de carbohidratos, principalmente) para realizar

sus funciones biologicas (Vance, 1998).
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La mayoria de asociaciones simbidticas resultan en la formacién de estructuras
multicelulares alargadas 1lamadas ndédulos, ubicados en la raiz y ocasionalmente en el tallo del
organismo hospedero. Se conocen mas de 170 especies de plantas no leguminosas que efectiian
la fijacion simbidtica de nitrégeno.

Las bacterias méas importantes desde el punto de vista agricola y econémico son las
bacterias rizobiaceas (familia Rhizobiaceae), las cuales forman nodulos en las raices de las
plantas leguminosas (alfalfa, soya, frijol, cacahuate, chicharo, trébol, etc.). Las rizobiaceas
también nodulan plantas no leguminosas como las pertenecientes al género Parasponia.

Otros microorganismos simbiontes importantes son Azospirillum y Frankia. Las bacterias
del género Azospirillum establecen importantes simbiosis con el maiz y con el trigo, que han
sido muy estudiadas (Taiz y Seiger, 1998). Frankia es un actinomiceto que forma noédulos
en plantas no leguminosas como el aliso (A/nus), el laurel (Myrica), el pino australiano
(Casuarina), miembros de la familia Rosaceae, y ciertos arbustos (Ceontothus)
(Hopkins, 1995). Tanto Frankia como las bacterias rizobidceas viven libremente en el suelo,
pero fijan nitrégeno so6lo en simbiosis con el hospedero apropiado.

"Existen numerosas razones de peso para estudiar la FSN. La primera es su indudable
importancia agronéomica y ecologica, ya que cualquier esperanza de mejorar la fijacion
de nitrégeno depende de la capacidad de controlar genéticamente el proceso. La segunda razon
es la posibilidad de descubrir como la FSN puede adaptarse a contextos metaboélicos altamente
especializados, que dependen de las condiciones del medio ambiente en que se encuentran las
plantas. Esta adaptacion ha resultado en la adopcion de mecanismos originales y muy sensibles,
como el reconocimiento especifico de senales entre la planta hospedera y el microorganismo
simbionte que permite la formacion de nodulos y bacteroides en las plantas leguminosas
(Kaminsky er al.,1998; Olah et al., 2001).

La fijacion de nitrogeno en los organismos simbiontes es semejante a la fijacion que
realizan los organismos de vida libre, aunque en el caso de las bacterias rizobidceas,
el microorganismo fijador existe como un bacteroide dentro de las células de la raiz.
Los bacteroides consisten de una o mas bacterias rodeadas por una envoltura denominada
membrana peribacteroidal. Dentro de esta membrana, los bacteroides estan protegidos por varias

capas que controlan la difusién del oxigeno, y dicho gas es transportado mediante
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la leghemoglobina, una clase de hemoglobina que solo se encuentra en las leguminosas.
Para auxiliar al bacteroide, la planta segrega varios productos llamados nodulinas. Es interesante
notar que los bacteroides son similares en muchos aspectos a la mitocondria; son osmoticamente
sensibles y carecen de una pared celular rigida (Hall ef al., 1981).

Vance calculé que, si se reemplazara el nitrégeno fijado por las leguminosas con
amoniaco obtenido mediante el proceso Haber-Bosch, anualmente se requeririan 288 millones
de toneladas de combustibles, con un costo de US$ 30,000 millones. Esto hace necesaria la
busqueda de otras alternativas, como una fijacion biolégica mejorada que permita el desarrollo
de la agricultura sustentable. Ademas, el nitrégeno fijado bioldgicamente es menos susceptible

a transformaciones quimicas que conduzcan a su volatilizacion y filtracion (Vance, 1998).

4.3. Las leguminosas y su importancia biolégica y econémica

La familia de las leguminosas, Leguminosae o Papilionoideae, esta dividida en las
subfamilias Mimosaceae, Caesalpiniaceae y Fabaceae, con 674 géneros y 19,000 especies.
Las leguminosas son las plantas de mayor importancia economica después de las gramineas
(familia Poaceae) (van Berkum y Eardly, 1998). Las leguminosas aportan de 25 a 35%
de la proteina mundial (Vance, 1998), y sus bacterias invasoras, las rizobiaceas, fijan 90 MTg
de N (Graham y Vance, 2000), que constituye el 75% de la FSN, el 60% de la FBN y mas de
la tercera parte del nitrogeno total fijado anualmente.

La simbiosis que se establece entre estas plantas y las bacterias rizobidceas, tiene un
enorme significado econdmico y ecoldgico al permitir la recuperacion del suelo para realizar
nuevos cultivos (van Berkum y Eardly, 1998). La rotacién de cultivos es practicada desde
tiempos inmemoriales en todo el mundo; ya Teofrasto (ca. 370-285 a.C.), el sucesor
de Aristoteles al frente del Liceo, escribid acerca del empleo de estas plantas para revigorizar los
suelos de Macedonia y Tesalia (Graham, 1998). Tras las publicaciones iniciales sobre el género
Rhizobium, entre 1886 y 1888 por Hellriegal y Wilfarth, comenzé la inoculacién de cultivos
con estas bacterias por Nobbe y Hiltner, en 1896. El método tradicional de inoculacion
fue desarrollado en 1915 por Stevens (Maier y Triplett, 1996).

Las plantas leguminosas adquieren cada vez una mayor importancia, debido a la explosion

demogrifica que vivimos, con el aumento consecuente en la demanda de alimentos.
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Las plantas proporcionan a la poblacion el 80% de sus requerimientos caloricos
y proteicos (Gardner et al., 1998). Plantas de gran importancia, como el maiz, dependen
por completo de los nutrientes fijados biologicamente, o proporcionados por medios artificiales.

Ademas de aumentar la fertilidad de los suelos, las leguminosas ayudan a combatir pestes
y enfermedades; por ejemplo, la alfalfa estd relacionada con la producciéon de anticuerpos
en el tabaco. La biomasa de las leguminosas podria utilizarse para generar electricidad,
y producir compuestos necesarios para la industria, como amilasas y peroxidasas. El uso de
estas plantas para procesos industriales y farmacéuticos podria reducir substancialmente
los costos de produccion, ya que el carbono y nitrégeno requeridos para las sintesis derivarian
de un sistema sustentable y renovable (Vance, 1998).

Las leguminosas tienen un gran potencial en la fitorremediacion de suelos al degradar
compuestos xenobioticos tales como tricloroetileno, aldrin®, carbamatos, hidrocarburos
policiclicos aromaticos, compuestos fenolicos, etc. (Vance, 1998). En México existen estudios
de fitorremediacion de suelos contaminados con cadmio y plomo, utilizando trébol blanco
(Trifolium repens) y alfalfa (Medicago sativa) (Salgado er al., 2003; Castafieda et al., 2003).

La leguminosa que infecta nuestra bacteria de estudio, el frijol (Phaseolus vulgaris),
reviste especial importancia en América Latina. A nivel alimenticio, el frijol es la principal
fuente de proteinas del pueblo de México, y en los sistemas tradicionales de agricultura

esta asociado al maiz, otro alimento bésico (Gutiérrez-Zamora y Martinez-Romero., 2001).

4.4, Las bacterias rizobiaceas

Los rhizobia, o bacterias rizobidceas, son microorganismos con caracteristicas
taxonomicas diferentes, agrupados dentro de la familia Rhizobiaceae. Estos microorganismos
pertenecen a la clase 2 de las c-proteobacterias. Son bacilos Gram negativos, de metabolismo
aerobico, que se movilizan mediante flagelos.

La familia Rhizobiaceae comprende principalmente los géneros Rhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium. También contiene otros
géneros, como Rhodospirillum y Agrobacterium. Algunas especies se clasifican en variedades
bioldgicas (biovares), de acuerdo al hospedero que invaden. En la tabla 5 se presentan algunas

bacterias de la familia con sus organismos hospederos.
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Tabla 5. Ejemplos de bacterias rizobiaceas que establecen simbiosis con plantas.

Fuentes: Glick y Pasternak, 1998; Graham, 1998; Taiz y Zeiger, 1998;
Madigan et al., 2000; Wang ef al., 2001

Bacteria Planta
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata
Bradyrhizobium elkanii Glycine max (soya)
Bradyrhizobium japonicum Glycine max
Mesorhizobium loti Lotus (loto)
Rhizobium etli Phaseolus vulgaris (frijol)
Rhizobium fredii Glycine max
Rhizobium galegae Galega officinalis

Galega orientalis
Rhizobium huakii Astragalus sinicus (astragalo)

Rhizobium leguminosarum bv. lathyrus
Rhizobium leguminosarum bv. viciae
Rhizobium lupini

Rhizobium trifolii

Rhizobium tropici

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium saheli

Lathyrus sativum
Vicia sativa (chicharo)
Lupinus

Ornithopus

Trifolium (trébol)
Phaseolus vulgaris
Phaseolus

Leucaena
Macroptilium
Medicago sativa (alfalfa)
Melilotus (trébol)
Trigonella

Acacia

Las bacterias rizobiaceas son muy eficientes en la FSN. Se calcula que una hectarea de
rizobidceas fija entre 25 y 60 kg de N», en comparaciéon con una hectirea de organismos
no simbiéticos que fija menos de 5 kg (Vance, 1998). El rendimiento varia en funcion del
organismo hospedero y del microorganismo simbionte: Se sabe que una hectirea de trébol
puede fijar hasta 600 kg N/Ha, mientras que otras leguminosas fijan de 100 a 200 kg N/Ha,
aportando entre el 40 y el 85% de los requerimientos de este elemento a las plantas

(Graham, 1998).
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5. Fisiologia y bioquimica de la fijacion simbidtica de nitrégeno

La fijacion de nitrogeno en las leguminosas involucra interacciones anatomicas,

morfoldgicas y bioquimicas muy complejas entre el hospedero y los microorganismos invasores.

Como parte de su ciclo de vida, las bacterias rizobiaceas invaden las c€lulas de la raiz plantar,

iniciando una serie compleja de cambios que conducen a la formacién de nédulos radiculares.

Dentro del nédulo, la bacteria prolifera y persiste en una forma que carece de pared celular,

denominada bacteroide, cuyo complejo enzimdtico nitrogenasa lleva a cabo la fijacion

de nitrégeno (Glick y Pasternak, 1998).

5.1. Proceso de infeccién, nodulacién y formacién del bacteroide

El proceso de nodulacion puede describirse como sigue (Brewin, 1991):

)

2)

3)

4)

5)

6)

Las raices de la planta liberan compuestos flavonoides que atraen a las bacterias
invasoras por quimiotaxis, y liberan otras sustancias que estimulan su crecimiento
(aminodcidos como serina). Las rizobiaceas se adhieren a las células epidérmicas de
los pelos radiculares, colonizando toda la raiz.

Las bacterias liberan compuestos que son reconocidos por la planta, inhibiendo
la respuesta defensiva y permitiendo la invasion de las rizobiaceas. También
intervienen otras substancias como los compuestos tipo Nod (que provocan
el enrollamiento de la raiz) o enzimas que degradan la pared celular de la planta
(como celulasa, lignasa y 1,4-B-glucanasa).

Las bacterias penetran a través del pelo radicular hacia la corteza interna de la raiz,
formando un filamento infeccioso. El filamento es visible al cabo de 3 dias.

Las células de la corteza se deforman y comienzan a dividirse formando estructuras
conocidas como nodulos, visibles en un periodo de 5 a 12 dias.

Las bacterias sintetizan polisacaridos externos, como heteropolisacaridos, B-glucanos
neutros y lipopolisacaridos. Estos polisacaridos protegen a la bacteria de sustancias
osméticas y pueden interactuar con moléculas de la planta, como lectinas y adhesinas.
Luego de atravesar cierto numero de células vegetales, las bacterias que formaban el
filamento infeccioso son endocitadas por las células del nodulo. Una vez endocitadas,

las bacterias se transforman en bacteroides. Tanto la bacteria como la planta huésped
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sufren una serie de cambios para llevar a cabo la diferenciacion de los bacteroides y
la fijacion simbidtica de nitrégeno.

7) El nodulo engloba a las bacterias con una membrana de caracteristicas antigénicas
similares a las células vegetales (membrana peribacteroidal). Dentro de la membrana
peribacteoridal las células infectadas dejan de dividirse, pero las células a su alrededor
se vuelven meristematicas, por lo que el nédulo contintia creciendo. Las capas
externas del nédulo, que no estan infectadas, forman una corteza cuyos elementos
vasculares conectan el nodulo al resto del sistema vascular de la planta.

8) Los bacteroides fijan nitrogeno gracias a la activacion de los genes estructurales
y reguladores de la nitrogenasa. Ocurren otros cambios simultaneos en el
metabolismo, como la expresion de citocromos con alta afinidad hacia el oxigeno,
que no se expresan cuando la bacteria esta en vida libre. La fijacion de nitrogeno
es evidente después de 15 dias de la inoculacion.

9) La planta sintetiza sustancias llamadas nodulinas que son necesarias para la formacion,
desarrollo y mantenimiento de los nodulos y bacteroides. Una de las principales
nodulinas es la leghemoglobina, una hemoproteina capaz de captar oxigeno con gran
rapidez para liberarlo gradualmente en el interior del bacteroide, de modo que
la concentraciéon de oxigeno en la membrana peribacteroidal es de 3 a 30 nM,
una concentracion 10* o 10° veces menor a la concentracién fuera del bacteroide
(250 uM). El grupo hemo de la leghemoglobina es producido por la bacteria, mientras

que la globina es producida por la planta.

5.2. Bioquimica de la fijacion simbidtica de nitrégeno

En casi todos los organismos fijadores de nitrogeno, esta reaccién es catalizada por
un complejo enzimatico llamado dinitrogenasa, o simplemente nitrogenasa. Este complejo esta
compuesto de dos proteinas facilmente separables que varian en su tamafio, denominadas
proteina Fe y proteina MoFe (Kaminsky ef al., 1998).

La proteina mas pequeiia, conocida como proteina Fe, componente II o nitrogenasa
reductasa, es un homodimero de aproximadamente 60 kD, formado por dos subunidades con

masa molecular entre 24 y 36 kD, codificadas por el gene niffi. El dimero contiene un cluster
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unico de 4 atomos de hierro enlazados a 4 grupos azufre, el cual esta enlazado entre
las subunidades del componente II. La proteina Fe tiene dos sitios de enlace a Mg-ATP.
Al adherirse el ATP a esos sitios, el potencial de los electrones en el cluster FesS4 disminuye,
permitiendo a la proteina Fe donar electrones a la proteina MoFe (Vance, 1998).

La proteina més grande es llamada proteina MoFe, componente I o nitrogenasa. Es
un heterotetramero o3, con una masa molecular aproximada de 220 kD. Las subunidades oy
tienen masas moleculares de 56 y 60 kD respectivamente, y los genes que codifican
su transcripcion son nifD y nifK. Cada proteina MoFe contiene dos clusters MoFeSg y de dos
a cuatro clusters FesS;. El papel de la proteina MoFe es transferir electrones al N, y los H'
(Vance, 1998). Los dos clusters MoFesSg conforman el cofactor MoFe, que es el sitio catalitico
donde se lleva a cabo la reduccion de N, a NH; (Kaminsky et al., 1998). El nimero de clusters
Fe4S; varia de acuerdo a la especie o condicion fisiologica (Hopkins, 1995). Se sabe de
la existencia de dinitrogenasas alternas, en especies como Azotobacter, que presentan vanadio
en vez de molibdeno (Burris, 1991).

La reduccion se lleva a cabo en dos pasos. En el primer paso, la proteina Fe es reducida
por un donador primario de electrones. En el segundo paso, la proteina Fe reducida dona
sus electrones a la proteina FeMo, la cual cataliza la reduccion del nitrégeno y del hidrégeno.
Los donadores primarios de electrones varian segun la fisiologia del organismo (Kaminsky
et al., 1998), y generalmente son ferredoxinas (Hopkins, 1995) o flavodoxinas (Miranda, 1995).
Los electrones son transferidos uno por uno a la proteina MoFe en un proceso que involucra
hidrolisis de ATP, el cual reacciona con la proteina reducida Fe y facilita la transferencia
de electrones entre las proteinas Fe y MoFe (Hopkins, 1995). Este ciclo se repite hasta que
se ha reducido por completo el sustrato (Kaminsky er al., 1998). El NADH (o NADPH)
sirve como fuente de electrones para la reduccion de nitrogeno (McKee y McKee, 1996).

La reduccion de nitrogeno es muy costosa en términos energéticos. Involucra cerca de
30 moléculas de ATP por cada molécula de N; fijada, en comparacion con 3 moléculas de ATP
necesarias para fijar una molécula de CO; por fotosintesis (Burris, 1991). La necesidad de ATP
y agentes reductores determinan una estrecha relacion entre la fijacion de nitrégeno y
otros procesos metabolicos, como la respiracion bacteriana y la fotosintesis. En el caso de

las rizobidceas, la fuente principal de energia son los carbohidratos producidos
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fotosintéticamente por la planta, que son oxidados a 4cidos dicarboxilicos en el bacteroide,
produciéndose el ATP y los agentes reductores necesarios para la fijacion de nitrégeno. Cada kg
de N fijado por simbiosis en las leguminosas requiere la energia proveniente de entre 6 y 12 kg
de carbono fijado fotosintéticamente, y se estima que la fijacion de nitrogeno puede consumir
de 10 a 20% del carbono total fijado (Vance, 1998; Jensen y Hauggaard-Nielsen, 2003).

En la figura 1 se muestra la actividad del complejo nitrogenasa y su relacion con la planta.

0,
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Membrana peribactervidal |
v
Fotosirtesis de z % "
carbohidratos =| Sistema terminal dela madas ] —1—» CO,
™
ATP ADP
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Fotosintess de carbohidratos

Figura 1. Esquema de la actividad de la nitrogenasa en el bacteroide.

Los carbohidratos suministran la capacidad reductora (ferredoxina),
energia (ATP) y precursores organicos para la biosintesis de aminoacidos.

[Tomada de Huheey et al., 1997]

5.3. Paradoja del oxigeno y estrategias para regular los niveles de oxigeno

Tanto la proteina Fe como la proteina MoFe son inactivadas répida e irreversiblemente por
el oxigeno. Los donadores de electrones a la nitrogenasa (tales como la flavodoxina,
la ferredoxina y la hidrogenasa) también pueden ser afectados por el oxigeno. Esto crea
un problema, ya que la alta cantidad de energia requerida se produce mediante respiracién
celular y fosforilacion oxidativa, procesos que necesitan oxigeno para operar eficientemente
(Miranda, 1995). ;Como se resuelve esta paradoja de conciliar la demanda de oxigeno y

la sensibilidad del complejo nitrogenasa a dicho gas?
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Los microorganismos diazétrofos han desarrollado diversas estrategias para controlar los
niveles de oxigeno.

Varios fijadores de vida libre conservan una vida anaerobia. Otros anaerobios facultativos
fijan nitrégeno sélo bajo condiciones anaerébicas, como Klebsiella pneumoniae. Con el fin de
adaptarse a las condiciones ambientales, los diazétrofos de vida libre tienen una baja produccion
de energia, por lo que contribuyen muy poco a la FBN (Hopkins, 1995).

Otros organismos forman estructuras especiales para aislar el aparato fijador de nitrégeno.
Como ejemplos estan el actinomiceto Frankia, que forma vesiculas, y las cianobacterias,
que forman heterocistos (Miranda, 1995). Los heterocistos son células especializadas con
paredes de muchas capas delgadas que restringen la difusion del oxigeno, manteniendo bajas
concentraciones de este gas (Hopkins, 1995). Las vesiculas de Frankia muestran una similitud
morfologica y funcional con los heterocistos de las cianobacterias, y son capaces de fijar
nitrogeno en condiciones aerdbicas, a diferencia de los bacteroides, que solo pueden hacerlo
en condiciones microaerdbicas (Miranda, 1995).

En la tabla 6 se resumen las principales estrategias adoptadas por diversos organismos,

para evitar la inactivacion de la nitrogenasa por el oxigeno ambiental.

Tabla 6. Estrategias adoptadas por varios diazétrofos para protegerse del oxigeno.
Fuentes: Miranda, 1995; Zuberer, 1998

Estrategia Ejemplos

Evasion Clostridium, Desulphovibrio, Clorobium,
Chromatium, Rhodobacter capsulatus

Aerotaxis negativa Azospirillum brasilensi

Agregacion Azospirillum, Azotobacter, Derxia gumosa,
Klebsiella pneumoniae

Asociacion con otros organismos Cianobacterias y bacterias heterotrofas

Proteccion conformacional Azotobacter vinelandii

Heterocistos Cianobacterias

Vesiculas Frankia

Bacteroides Bacterias rizobiaceas
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5.4. Control del oxigeno en los bacteroides simbioticos

Debido al consumo elevado de ATP y a que la nitrogenasa se inactiva por la presencia
de concentraciones aerobicas de oxigeno, la bacteria controla transcripcionalmente la expresion
de la nitrogenasa en funcion de la tension parcial de oxigeno (Hennecke, 1993). Esto significa
que la bacteria debe encontrarse en un ambiente microaerébico, como ocurre en el interior
del bacteroide, donde la membrana peribacteroidal y la leghemoglobina se encargan de
mantener el oxigeno a niveles extremadamente microaerdbicos (Brewin, 1991).

La leghemoglobina es una proteina citosolica que sirve como transportador de oxigeno
para mantener la respiracion de los bacteroides. Esta proteina, similar en su estructura a
la hemoglobina, atrapa el gas antes de que interactiie con el complejo nitrogenasa, controlando
su liberacion en la region bacteroidal (McKee y McKee, 1996). La leghemoglobina puede
constituir hasta 35% de la proteina celular hospedera, impartiendo a los nodulos un peculiar
color rosaceo cuando la superficie de la raiz es expuesta al aire (Vance, 1998). La concentracion
de oxigeno se mantiene a un nivel suficiente para permitir la respiracion del bacteroide
(5-30 nM) sin inactivar la nitrogenasa (Hopkins, 1995). Los niveles de oxigeno deben ser
cuidadosamente balanceados, porque una concentracion de oxigeno muy baja también puede
limitar la disponibilidad de ATP y, en consecuencia, la actividad de la nitrogenasa
en los nodulos (Layzell et al., 1993).

Asi, estd bien establecido que la baja concentracion de oxigeno dentro de los nodulos
infectados es mantenida por tres factores: una barrera de difusion de oxigeno, la respiracion

del bacteroide, y la capacidad amortiguadora de la leghemoglobina (Kaminsky er al., 1998).

6. Metabolismo aerobico

Los carbohidratos son los principales combustibles para la vida, y el mecanismo mas
importante para extraer energia a partir de dichas moléculas esta constituido por las reacciones
de la respiracion aerébica, donde se emplea oxigeno para generar la energia en forma de ATP.
Aun las especies fotosintéticas que producen sus propios azicares deben procesarlos para
obtener la energia y los metabolitos necesarios para realizar todas sus actividades.
La respiracion aerobica es imprescindible para la vida de los animales superiores y las plantas

(Avers, 1991).
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Los procesos de respiracion anaerobica (fermentaciones) generan poca energia. Durante
la evoluciéon de la atmosfera y de los organismos, se desarrollo la respiracion aerdbica
con la finalidad de generar una mayor cantidad de energia que permitiera a las células
desempefiar mas funciones. El proceso de glucolisis permite obtener 2 moléculas de ATP
por cada molécula de glucosa degradada, mientras que mediante la oxidacion aerdbica de la
glucosa se obtienen 30 moléculas adicionales de ATP.

El metabolismo aerébico inicia cuando moléculas con un bajo potencial redox
(como ¢l NADH o el FADH;) donan sus electrones a otros sustratos. Los electrones fluyen
a través de una serie de cofactores (varios de ellos citocromos), desembocando en la reduccion
del oxigeno, una molécula con un alto potencial redox. Esta transferencia de electrones
es llamada cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones (CTE). El flujo
de electrones se realiza desde las moléculas con el potencial mas negativo (NAD/NADH)
hasta las moléculas con el potencial mas positivo (O./H>0). El cambio en el potencial redox
de este sistema esta relacionado con un cambio en la energia libre, que puede ser aprovechado
por la célula para efectuar otras funciones metabdlicas.

La célula necesita convertir el cambio en energia libre del sistema (AG) en una forma de
energia que pueda almacenar y aprovechar facilmente: ATP, el cual se produce mediante
fosforilacion oxidativa, un proceso bioquimico intimamente relacionado con la cadena
respiratoria. Actualmente se acepta como modelo para la sintesis de ATP el modelo
de acoplamiento quimiosmoético de Mitchell, el cual propone que la energia proveniente
del transporte de electrones se utiliza en un transporte activo de protones de la matriz
mitocondrial, es decir, la CTE propicia una translocaciéon de protones (H') a través de
la membrana mitocondrial (o a través de la membrana periplasmica en procariontes), originando
un gradiente electroquimico de protones (a este gradiente también se le llama fuerza
protonmotriz). La energia derivada de este transporte de protones se utiliza en la sintesis de ATP
(Richardson, 2000; Vazquez, 2002).

La oxidacion de los sustratos organicos se resume en tres etapas. En la primera etapa, se
genera Acetil-CoA a partir de piruvato. En la segunda etapa, el Acetil-CoA es oxidado mediante
el ciclo de Krebs, generando NADH, FADH,, CO, y ATP. En la tercera etapa, los acarreadores

de electrones que fueron reducidos en el ciclo de Krebs, se reoxidan mediante la cadena
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respiratoria y la fosforilacién oxidativa, generando mas ATP, CO,, H,O, FADH, y NADH.

Con las ultimas dos moléculas puede reiniciarse el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria.

6.1. Ciclo de Krebs

En las bacterias aerdbicas, el ciclo de Krebs (también llamado ciclo del acido citrico
o ciclo de los 4cidos tricarboxilicos) genera nucleodtidos reducidos (NADH, FADH;) por medio
de la oxidaciéon completa de Acetil-CoA a CO,. El Acetil-CoA se forma a partir de piruvato,
proveniente a su vez de otros procesos de oxidacion, como la glucdlisis y la P-oxidacion
de acidos grasos. El ciclo de Krebs genera energia en forma de ATP al actuar en conjuncién con
la fosforilacion oxidativa. Ademas de la generacion de energia, el ciclo del acido citrico también
constituye el punto de inicio de diversos ciclos anabdlicos como la gluconeogénesis, la sintesis
de aminoacidos y la sintesis de porfirinas, al producir los intermediarios necesarios

para estos procesos (McKee y McKee, 1996).

6.2. Cadena respiratoria y fosforilacién oxidativa

Las coenzimas producidas durante la glucolisis, la B-oxidacion de acidos grasos y el ciclo
del acido citrico (NADH, FADH,, FMNH:), se utilizaran para generar mas energia por medio de
una transferencia de electrones a través de varias proteinas que funcionan como transportadores
redox, los cuales reciben y donan electrones para transferirlos, en el Gltimo paso de la cadena,
al oxigeno molecular, reduciéndolo a agua, y permitiendo la sintesis de ATP:

0, + 4¢ + 4H" =2 2H,0

Los componentes principales de las proteinas redox implicadas en la cadena respiratoria
son: la flavina mononucléotido (FMN), las quinonas (coenzima Q), y el grupo hemo de los
citocromos (Avers, 1991). La sintesis de ATP se efectia mediante fosforilacion oxidativa.
Por este proceso los organismos aerobicos obtienen hasta el 95% de su energia (Mitchell, 1979).

Es importante sefialar que la reduccion de O; a H;O es una reaccion exergonica
que necesita ser catalizada. Las oxidasas terminales que llevan a cabo esta reaccion
generalmente son miembros de la superfamilia de oxidasas hemocupricas (HCO), las cuales
estan presentes en todos los organismos, tanto procariontes como eucariontes (para una revision

de las oxidasas hemocupricas, consultese Garcia-Horsman et al., 1994a).
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Ademas de la generacion de energia, la respiracion puede tener otras finalidades como
eliminar agentes reductores. Esta tltima funcion puede ser muy importante en condiciones de
crecimiento donde las células utilizan otras fuentes de energia (como la glucolisis o la
fotosintesis). Dependiendo de las condiciones de crecimiento, la célula debe balancear sus
necesidades para lograr la cadena respiratoria optima que cumpla las siguientes funciones de
manera adecuada (Garcia-Horsman et al., 1994a):

a) Maxima proporcién H'/e” (eficiencia de la sintesis de ATP)

b) Eliminacion rapida de compuestos no deseados, como oxigeno y agentes reductores

(caso de los bacteroides)

6.3. Cadena respiratoria en eucariontes
En los eucariontes, la respiracién se desarrolla en las mitocondrias, que poseen una cadena
respiratoria unica. La oxidasa terminal es la citocromo ¢ oxidasa aas, una enzima muy eficiente,
capaz de reducir mas de cien moléculas de oxigeno a agua cada segundo (Verhovsky er al.,
1994). La cadena respiratoria mitocondrial se resume como sigue:
Q = Fe-S/ bC] 2> Cs52 2> daaj 2> 02

6.4. Cadenas respiratorias en bacterias

En contraste a la cadena unica de las mitocondrias, las bacterias presentan cadenas
respiratorias ramificadas. Los citocromos se agrupan en oxidasas terminales de diferente
composicion y afinidad hacia el oxigeno. Estas oxidasas terminales forman cadenas respiratorias
especificas para cada bacteria (Anraku, 1988). Las cadenas respiratorias alternas permiten a
las bacterias utilizar un amplio rango de concentraciones de oxigeno, lo que les ayuda a vivir en
medios donde la concentracién de oxigeno cambia drastica o frecuentemente (Miranda, 1995).

Esta diversidad en sus cadenas depende de varios factores, como el potencial redox de
los elementos donadores y receptores de electrones, las interacciones entre el sistema
respiratorio y otros intercambiadores de electrones, la informacion genética del organismo
y su capacidad para regular la sintesis de componentes redox de acuerdo a las necesidades

de la célula, bajo diferentes condiciones de cultivo (Harold, 1986).



37

Ademds, muchas bacterias no sélo utilizan el oxigeno como aceptor final de electrones,
sino que también poseen oxidasas y cadenas especificas que emplean otros sustratos como
oxidos de azufre, nitrogeno, arsénico y selenio; metales de transicion como hierro y manganeso;
radionticleos como uranio y tecnecio. Existe una competencia entre las cadenas respiratorias,
pero cada una se desarrolla bajo diferentes condiciones, lo cual confiere a los microorganismos
una gran adaptabilidad, pudiendo vivir en practicamente todos los ambientes terrestres:
en el suelo, en el aire, en el agua, dentro de otros organismos, en ambientes microaerobicos
como los bacteroides, en ambientes anaerébicos, e incluso en volcanes y sitios radiactivos
(Richardson, 2002).

Las oxidasas terminales presentes en las bacterias (HCO) son proteinas membranosas
que emplean la energia liberada durante el transporte de electrones para generar un gradiente
de protones a través de la membrana periplasmica (Garcia-Horsman et al., 1994a). Se cree que
todos los miembros de esta superfamilia tienen un origen monofilético, ya que contienen una
subunidad catalitica altamente conservada (subunidad [). En esta subunidad se encuentra el sitio
de unién a la membrana, donde existe un hemo hexacoordinado de bajo espin, el cual transfiere
los electrones hacia el sitio activo. El sitio activo contiene un centro bimetalico formado
por el hierro de un hemo pentacoordinado de alto espin (Feas) y un ion cobre adyacente (Cug);
es el lugar donde se lleva a cabo la reduccion del oxigeno a agua (Babcock y Wikstrom, 1992).

Las oxidasas hemoctpricas pueden dividirse en dos grupos principales: las quinol
oxidasas, como el citocromo bos; de Escherichia coli, y las citocromo ¢ oxidasas, como
el citocromo aay de Rhodobacter sphaeroides. Es importante sefialar esta division, dado que
las cadenas respiratorias en bacterias se ramifican a partir de dos puntos: de la poza de quinol y
del complejo citocromo ¢, canalizandose el transporte electronico hacia quinol oxidasas o hacia
citocromo ¢ oxidasas, respectivamente. La principal diferencia entre las quinol oxidasas y las
citocromo ¢ oxidasas es la presencia de un cuarto centro metélico llamado cobre purpura (Cua)
en la subunidad II de las citocromo ¢ oxidasas, el cual es el sitio de entrada para los electrones
derivados del citocromo ¢ reducido, junto con un centro inactivo redox Mn’* o Mg®" entre
las subunidades 1 y II (Garcia-Horsman ef al., 1994b).

Existe una infinidad de cadenas respiratorias divergentes en las bacterias. Las cadenas

aerobicas principales se resumen en la figura 2.
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/—P Oxidasa clase 1A
NADH /——b Complejo be,
\4 L’ Oxidasa clase IB

Qg

A \ > Oxidasa clase 1A
Succinato

» Oxidasa clase [IB

Figura 2. Cadenas respiratorias aerébicas en bacterias.

Se muestran las oxidasas terminales de clase IA (aa;, caas), clase IB (b, cb, cbbs),
clase IIA (bo) y clase IIB (bd). Las oxidasas clase I son citocromo c oxidasas,
y las oxidasas clase II son quinol oxidasas. La oxidasa clase [A es la contraparte del
complejo mitocondrial IV, pero las otras tres oxidasas sélo se encuentran en bacterias.
Las bacterias poseen mas de una oxidasa terminal para poder adaptarse a cambios
ambientales de oxigeno. La respiracién realizada por las citocromo ¢ oxidasas genera
més energia que la efectuada por las quinol oxidasas, pero en ciertas condiciones,
la bacteria opta por utilizar las quinol oxidasas.

[Modificada de Anraku, 1988]

6.5. Cadenas respiratorias en bacterias rizobiaceas

Estas bacterias son capaces de crecer bajo condiciones muy diversas, expresando distintas
cadenas respiratorias. Rhizobium etli puede crecer aerobicamente, microaerobicamente con 2%
de oxigeno, y quimiolitotréficamente con H, y CO; (Membrillo, 1991).

Las bacterias rizobidceas presentan cadenas respiratorias ramificadas, que terminan en
oxidasas con diferentes afinidades por el oxigeno. Esto permite a la célula adaptar su sistema
respiratorio para satisfacer las demandas de la concentracion de oxigeno, frecuentemente
cambiante. Mientras que la concentracion de oxigeno en el aire saturado es alrededor de 250 uM
(condiciones aerobicas normales), en los nodulos es extremadamente baja, de 3 a 30 nM
(Hennecke, 1993). Bajo estas condiciones microaerobicas, los bacteroides dependen del ATP
producido por la respiracion para satisfacer su metabolismo y la fijacién de nitrégeno.
Los bacteroides desarrollan una cadena respiratoria especifica que garantiza a la célula la mejor
utilizacion de las concentraciones extremadamente bajas de oxigeno en el medio ambiente.

Debe aclararse que no todas las cadenas respiratorias que catalizan las mismas reacciones
tienen el mismo tipo de componentes redox. Dependiendo de las condiciones de crecimiento,

ocurren diferencias importantes entre especies y ain en una misma especie (Barquera, 1990).
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Las primeras investigaciones sobre la naturaleza de las cadenas respiratorias fueron
de carécter bioquimico, empleando técnicas espectroscopicas diferenciales; posteriormente hubo
muchos estudios de caricter genético, identificando los genes responsables de la expresion
de citocromos por medio del aislamiento y caracterizacion de diversas cepas mutantes
en distintas especies rizobiales (¢fr. Delgado et al., 1998). En las ultimas dos décadas
se han logrado numerosos avances para descifrar la naturaleza de las cadenas respiratorias.

A continuacion se presentan las cadenas respiratorias de la rizobidcea mas estudiada,

Bradyrhizobium japonicum (figura 3), y de nuestra bacteria de estudio, Rhizobium etli (figura 4).
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Figura 3. Cadena respiratoria de Bradyrhizobium japonicum.

Las oxidasas terminales cbbs;, aa; y CoxXMNOP son citocromo ¢ oxidasas, mientras que la
flavoproteina putativa y la oxidasa bbs son quinol oxidasas.

a)

b)

c)

d)

€)

La citocromo c oxidasa cbb; (fixNOQP) es esencial para la simbiosis, y realiza mas del 80%
de la respiracion en el bacteroide. Su alta afinidad por el oxigeno [Km = 7 nM] es menor
a la constante de disociacién de la oxileghemoglobina LbO, [Kd = 43.5 nM] (Preisig et al.,
1996a). Esta oxidasa funciona como una bomba de protones (Arslan et al., 2000).

La citocromo ¢ oxidasa aa; es la oxidasa principal en el estado libre de la bacteria
y en cultivos aerdbicos. Tiene baja afinidad por el oxigeno [Km = 4 a 8 uM] (Poole, 1983).
También actia como una bomba de protones (Poole, 1988).

La citocromo c¢ oxidasa CoxMNOP es una oxidasa terminal alterna cuya funcion
no se conoce bien (Bott ef al., 1992).

La citocromo quinol oxidasa bb; (coxWXYZ) fue confundida inicialmente con un citocromo
tipo o (Surpin er al., 1994; Surpin et al., 1996; Delgado et al., 1998), por lo que suele
aparecer en la literatura como citocromo oxidasa tipo o. También se nombra citocromo
oxidasa bb’/bo/bo’ en otras especies (Azarkina er al., 1999). Se ha propuesto que esta
oxidasa es importante para la simbiosis, funcionando a niveles micromolares de oxigeno
durante el proceso de infeccidn y el estado inicial del bacteroide maduro, mientras que la
oxidasa cbb; funciona a niveles nanomolares de oxigeno del bacteroide maduro (Surpin y
Maier, 1999). La quinol oxidasa bbs efectia la respiracion en cepas mutantes del complejo
be; (Bott er al., 1990). Su afinidad por el oxigeno: [Km = 1.8 a 6.5 uM] (Poole, 1983).

Se ha sugerido la existencia de una flavoproteina poco usual como quinol oxidasa.
No se sabe casi nada sobre ella en Bradyrhizobium japonicum. Probablemente se trate
de un mecanismo eliminador de oxigeno (Hennecke, 1993).
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Succinato
> cbb, —» O,
/ fixNOQP
Malato —» Q ——» FeS/be, —» aa, =
NADH > bb,(0) —> O,
> bd —» 0O,
»  Flavoproteina —® O,

Figura 4. Cadena respiratoria de Rhizobium etli.

La citocromo ¢ oxidasa terminal cbb; es esencial para la simbiosis, siendo similar a
la oxidasa cbbs de B. japonicum (Soberon et al., 1989 y 1990; Miranda et al., 1996).

La citocromo ¢ oxidasa terminal aa; predomina en la vida libre y en aerobiosis; sin embargo,
se ha observado su expresion derreprimida en condiciones microaerdbicas e incluso durante
la simbiosis, como es el caso de la cepa CFN030 (Miranda er al., 1996). Probablemente
contribuya a la respiracion en los nédulos jovenes, junto con las quinol oxidasas bbs y bd
(Soberon et al., 1989 y 1990; Mandon et al., 1994).

La quinol oxidasa bb; también ha sido denominada erréneamente citocromo tipo o
(Delgado et al., 1998). Hay estudios que sugieren una relacion existente entre esta oxidasa
y el fenotipo simbidtico de Rhizobium etli (Ramirez et al., 1999; Park et al., 2002).

La expresion del citocromo bd (citocromo tipo d) bajo condiciones restringidas de oxigeno,
asi como cuando se ha reprimido la expresion de los citocromos aasz y bbs, hacen pensar que
es el recurso de la bacteria para vivir en condiciones muy duras, atin en presencia de cianuro
(Barquera er al., 1991a). Se conocen citocromos de este tipo en E. coli muy resistentes
a los iones cianuro y azida, que también se expresan en condiciones limitadas de cobre
(Ingledew y Poole, 1984). Este citocromo tiene una afinidad muy alta hacia el oxigeno
[Km = 0.02 a 0.39 uM] (Miranda, 1995), y posiblemente esté activo durante la simbiosis
(Mandon et al., 1994). En Azorhizobium caulinodans (Kitts y Ludwig, 1994) y Klebsiella
pneumoniae (Comaduran ef al., 1998) el citocromo bd tiene un papel muy importante en
la fijacion de nitrogeno. En realidad, el citocromo bd es un complejo formado por
dos citocromos tipo b (uno de bajo espin y uno de alto espin) y un citocromo tipo d
(von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002), por lo que también puede confundirse el hemo B
de alto espin con un hemo tipo O (oxidasa bb;/bo).

Se ha encontrado una flavoproteina oxidasa dependiente de NADH en cultivos de R. erli,
de baja afinidad hacia el NADH y hacia el oxigeno, que no se expresa en los bacteroides
[Km = 80 uM]. Tal vez esta flavoproteina sirve como oxidasa terminal en el metabolismo
de hidrogeno (Barquera et al., 1991b).
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6.6. Importancia del estudio de la cadena respiratoria

Los experimentos iniciados por el cientifico de origen ruso David Keilin (1887-1963)
en el Instituto Molteno (Universidad de Cambridge, Inglaterra), son la piedra angular de
una gran cantidad de investigaciones que siguen realizindose hoy en dia, incluyendo la nuestra.

Los citocromos fueron descubiertos por C. A. MacMunn en 1884 (Anraku, 1988).
David Keilin los redescubrié al estudiar el paréasito equino Gastrophilus intestinalis, dando a
conocer el concepto de citocromo en un articulo denominado “On cytochrome, a respiratory
pigment, common to animals, yeast and higher plants” (Keilin, 1925, citado por Anraku, 1988).
Fue Keilin quien reconocio que los citocromos estaban compuestos de hemoproteinas, las cuales
participaban en la respiracion, y las clasifico con base en su espectro de absorcion visible como
citocromos tipo a, b y ¢ (Horton, 1993). Sus estudios sobre el sistema de citocromos
lo condujeron a establecer el primer fundamento del metabolismo aerébico: el concepto de
cadena respiratoria, que fue ampliandose con el tiempo (cfr. Ferguson, 2001; Slater, 2003).

Edward C. Slater, discipulo de Keilin, propuso formalmente la hipotesis de acoplamiento
quimiosmotico a la cadena respiratoria para la generacion de ATP (Slater, 1953). Esta hipotesis
condujo al firme establecimiento de la teoria quimiosmdtica del bioquimico inglés
Peter Mitchell, quien introdujo nuevas ideas en el campo de la bioquimica para explicar
la fisiologia celular (Mitchell, 1961). La teoria quimiosmotica de Mitchell, propuesta
originalmente para explicar el mecanismo de la fosforilacion oxidativa, se ha extendido a
otras funciones celulares, como la fotofosforilacion y el transporte activo secundario.

Por la contribucién de sus investigaciones a la bioquimica, Peter Mitchell recibi6 en 1978
el premio Nobel de Fisiologia y Medicina. En sus propias palabras, “continian vigentes
los conceptos de Keilin” (Mitchell, 1979).

Las cadenas respiratorias en bacterias -tanto anaerobias como aerobias- han sido objeto
de mucho interés debido a su gran versatilidad para adaptarse a ambientes diferentes.
Estos sistemas constituyen fuentes genéticas muy ricas para estudiar la evolucion bioquimica
del metabolismo respiratorio y la biosintesis de citocromos (Barquera, 1990). Hoy en dia
se esta conociendo la variabilidad de la respiracion en los genomas de bacterias patogenas como
Mycobacterium tuberculosis 'y Haemophilus influenzae, por lo que es necesario estudiar

la naturaleza de su adaptacion respiratoria para poder entender las condiciones de supervivencia
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de estos organismos patogenos. Es importante el conocimiento que se tenga sobre la respiracion
bacteriana con fines clinicos; existen ejemplos numerosos en la literatura, como la presencia
de nitrito reductasas en el suero de pacientes con gonorrea, la existencia de una relacion entre
el citocromo bd y la virulencia de Shigella flexneri (Richardson, 2002), o el hecho de que
Helicobacter pylori sélo posee la oxidasa terminal cbb;, la cual parece funcionar como un
sensor de las condiciones ambientales (Myllykallio y Liebl, 2000). Todo esto hace necesario
estudiar mas el fenomeno de la respiracion, ademas de que muchas bacterias con cadenas
respiratorias diversificadas pueden servir en biorremediacion ambiental.

Asi, el estudio de la respiracion es fundamental en las ciencias biologicas, pues al conocer
mejor los mecanismos que rigen la respiracion y las funciones de los citocromos, podremos
entender mejor la fisiologia de los organismos, la evolucion biologica, y procesos relacionados

con la respiracion como la fotosintesis y la fijacion de nitrogeno.

7. Regulacion genética de la fijacion simbidtica de nitrogeno

Las bases moleculares que permiten el establecimiento de una simbiosis entre las
rizobidceas y sus hospederos, forman un sistema realmente complejo. Se han encontrado mas de
24 genes nod que regulan la formacién de los nddulos, los cuales daran origen a los bacteroides,
aparte de varios grupos de genes relacionados con otras funciones, como la hidrogenasa (hup)
o la superficie externa del bacteroide (exo, Ips, ndv). Sobre los genes que controlan la formacion
de los nodulos y nodulinas, asi como la participacion de proteinas de la planta tales como
flavonoides y lectinas, se recomienda la consulta de Atlas y Bartha (1998), Westhoff (1998).

Los genes encargados de la fijacion de nitrogeno son los genes nif'y fix, principalmente.
Existen tanto genes estructurales (como nifH y nifK, responsables de las unidades I y II
del complejo nitrogenasa) como genes reguladores (nif4, el principal regulador de la expresion
genética de la fijacion de nitrégeno).

La expresion de todos estos genes, a su vez, es bastante compleja, ya que:

a) Dichos genes tienen relaciones de regulacion directas e indirectas.

b) Se agrupan de diferente manera en cada especie

¢) Hay otros factores por considerar, como la concentracion de oxigeno, el cual induce

y regula la expresion de los genes nif’



Se sabe que en la regulacion de la expresion del complejo nitrogenasa intervienen
g 5 o 4 i
un promotor especializado, una ARN polimerasa que contiene un factor o yla proteina

activadora NifA (Kaminsky er al., 1998; Lopez et al., 2001).

7.1. Regulones conservados

El conocimiento que se tiene sobre los genes de la fijacion de nitrégeno en S. meliloti,
A. caulinodans y B. japonicum, se resume en la existencia de dos regulones conservados.

El primer regulon esta compuesto por los genes nif'y fix. Muchos genes nif de las bacterias
rizobiaceas son homologos con los genes nif de K. pneumoniae, pero su regulacion no es tan
estricta como en K. pneumoniae, mientras que los genes fix no presentan la homologia
mencionada. Ademas de nif y fix, esta region regulatoria contiene genes de otras clases que
codifican varias proteinas, principalmente proteinas redox, como ferredoxinas (FdxN y FixX)
y flavoproteinas (FixA y FixB) (Foussard et al., 1998).

El segundo regulon esta integrado por genes que participan en el metabolismo de oxigeno
y la produccion de energia. En esta region estin contenidos los operones fixNOQP
(Preisig et al., 1996a) y fixGHIS (Preisig et al., 1996b) responsables de la sintesis de la oxidasa
terminal cbb;. Estos operones se activan bajo condiciones microdxicas por el sistema regulatorio
FixLJ (David er al., 1988).

La organizacién genética de los regulones varia en cada género. Los genes se agrupan
en diferentes operones, los mismos operones pueden estar agrupados en diferentes clusters,

y los clusters ser acarreados por diferentes replicones (Foussard er al.,1998).

7.2. NifA

NifA (nifd) es el activador transcripcional de los genes encargados de la fijacion de
nitrogeno (genes nif vy fix) en numerosos diazotrofos. Esta proteina es capaz de detectar cambios
redox ambientales, y actia formando un complejo con la polimerasa o™ (Bauer et al., 1999).

Experimentos in vivo dieron a conocer que el oxigeno afecta la capacidad de NifA
para formar el complejo con la polimerasa ¢ El oxigeno puede unirse de manera irreversible,

inhibiendo a NifA (Morett er al., 1991).
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7.3. FixLJ

Ya que las bacterias efectian la fijacion de nitrégeno bajo condiciones limitantes de
nitrogeno y oxigeno, es necesaria la existencia de mecanismos para regular la expresion de los
genes nif y fix en respuesta a cambios en la concentracion ambiental de oxigeno.
Los mecanismos que regulan esta expresion genética varian de una especie bacteriana a otra,
Dependiendo de la especie, la regulacion puede involucrar modificaciones a nivel
transcripcional y/o post-trascripcional de los genes nif'y fix (Bauer et al., 1999).

En las bacterias rizobiaceas se han estudiado con profundidad los mecanismos que regulan
la transcripcion de nif4 en funcion del oxigeno. Las proteinas encargadas de dicho control, junto
con NifA, son FixL y FixJ, proteinas que inducen la transcripcion de los genes nif'y fix cuando
la concentracion de oxigeno es baja (Fischer, 1994). FixLJ es un sistema de transduccién
de senales de dos componentes, donde FixL actia como una cinasa y FixJ como un regulador
que se une al ADN (Bauer et al., 1999).

La transcripcion de la nitrogenasa no se regula de igual forma entre estas bacterias.
Se sabe que en R. meliloti FixLJ regula la expresion de nif4 en condiciones microaerdbicas
mediante un control indirecto, requiriendo como activador intermedio el gene fixK (Soupéne
et al., 1995). En B. japonicum, FixL] activa la expresion aerobica de FixK2, el cual activa
al factor o, que activara a nifd (Bauer et al, 1999). Otros autores mencionan que
en B. japonicum, NifA también es capaz de estimularse mediante autoactivacion en condiciones
microaerdbicas, llegando a expresarse incluso en condiciones aerobicas (Foussard ef al., 1998).
Aunque FixLJ tiene un papel muy importante en la regulacion de los genes nif'y fix, parece que
en R. erli la expresion de nif4 tampoco esta bajo el control de FixLJ (Foussard et al., 1998).

Se ha observado que las proteinas FixL son miembros de una nueva clase de
hemoproteinas especializadas como sensores de sefiales, cuya alta afinidad hacia el oxigeno
las distingue de otras proteinas que actian como transportadores. FixL se emplea como
un excelente modelo en el estudio de la transduccion de sefiales intramoleculares en proteinas
sensoras, y es capaz de responder al oxigeno in vitro (Foussard et al.,1998). No obstante,
a diferencia de las proteinas FixL de S. meliloti y de otras especies, la proteina FixL de R. etli

no contiene un grupo hemo (D'hooghe et al., 1998).
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7.4. Sistemas globales de regulacion

Dada la importancia del oxigeno como factor regulador de la fijacion de nitrégeno,
es necesario explicar los sistemas Fnr y Arc. Fnr y Arc son sistemas bien descritos en E. coli,
que regulan la expresion de citocromos en funcion del oxigeno (Membrillo, 1991).

Se sabe que ambos sistemas coordinan cambios en la expresion genética al haber
crecimiento en condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Por ejemplo, Arc y Fnr se unen al promotor
del operén cydAB, el cual codifica la citocromo d oxidasa en £. coli (Cotter et al., 1997).

Los sistemas Arc y Fnr aseguran que se utilice el proceso generador de mayor energia

de acuerdo al medio donde se encuentra la bacteria (Spiro y Guest, 1991).

7.4.1. Arc

El sistema Arc (Aerobic respiration control) es un sistema transductor de senales de dos
componentes (ArcB-ArcA) que fue descubierto al estudiar mutantes de E. coli que expresan
la succinato deshidrogenasa y otras enzimas aerobicas en condiciones anaerobias (Membrillo,
1991). ArcB es una proteina anclada a la membrana que se autofosforila en respuesta a
la limitacion por O,, catalizando la fosforilacién de ArcA, que regula la expresion genética
de las citocromo oxidasas terminales (Iuchi y Lin, 1988; Iuchi er al.,1989; Miranda, 1995).

El estudio de mutaciones en el sistema Arc ha revelado que ArcB-ArcA actia como
un regulador global de la expresion genética. El sistema Arc regula la expresion de diversas
enzimas como deshidrogenasas, citocromo oxidasas terminales, y enzimas participantes

en el ciclo del glioxilato y en el ciclo del acido citrico (Bauer ef al., 1999).

7.4.2. Fnr

El sistema Fnr (Fumarate and nitrate reduction) fue descrito al aislar mutantes incapaces
de inducir a las enzimas fumarato reductasa y nitrato reductasa en condiciones anaerobias,
mutantes llamados Fnr (Guest y Lambden, 1976; Membrillo, 1991).

Fnr es un sistema global que controla la regulacién tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis, y se sabe que afecta a mas de 120 genes en E. coli (Bauer et al., 1999). Fnr
regula la transcripcion de varias enzimas, tanto positiva como negativamente, y es capaz de

autorregularse (Spiro y Guest, 1991). En particular, Fnr activa la expresiéon de enzimas
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del ciclo de Krebs en condiciones anaerobias, como la succinato deshidrogenasa, la fumarasa
y la isocitrato deshidrogenasa. Fnr también puede actuar como un regulador negativo al reprimir
la accion de diversas enzimas como NADH deshidrogenasas y citocromo oxidasas terminales
(Bauer et al., 1999). Por ejemplo, Fnr reprime la expresion del citocromo o (¢yoABCDE)
y del citocromo d (cydAB) en E. coli (Cotter et al., 1990).

Se ha encontrado que en su accion y estructura, Fnr tiene muchas similitudes
con la proteina CAP que une AMP ciclico a diversos genes catabdlicos (Miranda, 1995).
También se ha demostrado que varios genes cuya expresion es afectada por cambios
en las condiciones de crecimiento, estan controlados por Fnr (Bauer et al., 1999).

En R. etli las proteinas tipo Fnr tienen un papel destacado, como se vera enseguida.

7.5. Regulacion de la expresion de la oxidasa terminal cbb; (fixNOQP)

En el caso de la oxidasa simbidtica cbbs, tiene especial importancia el estudio de
la regulacion del operon fixNOQP, el cual permite una respiracion eficiente bajo las condiciones
extremadamente microaerobicas del bacteroide (ca. 10 nM O, disuelto) (Foussard er al.,1998).

En B. japonicum, la expresion de fixNOQP esta regulada mediante el sistema FixLlJ, el
cual activa la expresion de FixK, un regulador tipo Fnr. FixK controla negativamente su propia
expresion y regula positivamente al operon fixNOQP (David et al., 1988; Batut et al., 1989).

Se han descubierto operones fixNOQP reiterados en las bacterias rizobiaceas. S. meliloti y
R. leguminosarum bv. viciae poseen dos copias de fixNOQP, necesarias para lograr la mejor
fijacion de nitrogeno (Lopez et al., 2001).

En R. etli también existen dos operones fixNOQP, uno localizado en el plasmido
simbiotico (fixNOQPd) y el otro localizado en el plasmido criptico (fixNOQPf) (Soberon et al.,
1999). El operon necesario para establecer una simbiosis efectiva es fixNOQPd (Girard et al.,
2000). Se sabe que una mutacion en fixL elimina la expresion de fixNOQPf, pero solo tiene un
efecto moderado en la expresion de fixNOQPd (Lopez et al., 2001).

Ademas, se conoce la existencia de dos genes homoélogos fmrN en R. etli, uno localizado
en el plasmido simbidtico (fhrNd) y el otro localizado en el cromosoma (frrNchr). Estudios
de la expresion genética en mutantes demuestran que ambos genes estan diferencialmente

regulados, ya que unicamente se expresa fnrNd en cultivos microaerobicos de la cepa silvestre,
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mientras que farNchr esta negativamente controlado por FixL. Se ha concluido que frnrNd.
JfnrNchr y fixl. forman un circuito regulatorio que induce la expresion de fixNOQPd durante
la simbiosis. De acuerdo con esto, la regulacion de fixNOQP en R. etli es sorprendente
debido al numero de interacciones putativas entre las proteinas regulatorias. incluyendo
el control por un circuito inusual FixL-FixKf-FnrNchr-FnrNd, sin la participacion de la proteina

convencional FixJ (Lopez et al., 2001).

8. Panorama de las investigaciones en bacterias rizobidceas

Los problemas relacionados con el uso inmoderado de fertilizantes han motivado
un mayor estudio de la FSN por grupos cientificos de todo el mundo desde hace varios afios.
En los dltimos 20 afios se ha incrementado exponencialmente el conocimiento gracias a
la tecnologia de ADN recombinante. En los dltimos tres afos se ha obtenido la secuencia de
los genomas completos de Mesorhizobium loti MAFF 303099 (Kaneko er af.. 2000).
Sinorhizobium meliloti 1021 (Galibert et al., 2001) y Bradyrhizobium japonicum USDA 110
(Kaneko er al, 2002). Estd en proceso la secuenciacion del genoma de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae, con un avance del 99% (The Wellcome Trust Sanger Instituie,
Inglaterra: http://www.sanger.ac.uk/Projects/R_leguminosarum). También se ha obtenido la
secuencia de ciertos elementos, como la isla simbiotica cromosomal de Mesorhizobium loti RTA
(Sullivan er al., 2002) y el plasmido simbiotico pNGR234a de la cepa Rhizohium spp. NGR234,
capaz de nodular mas de 110 géneros de leguminosas (Freiberg ef al., 1997). En México esta en
marcha la secuenciacion del genoma de Rhizobium etli CFN042 en el Centro de Investigacion
sobre Fijacion de Nitrogeno de la UNAM (http://www.cifn.unam.mx/retlidb). que va publicd
la secuencia completa del plasmido simbiotico p42d (Gonzalez ef al.. 2003).

Las secuencias genomicas estan disponibles en las bases de datos GenBank (National
Center for Biotechnology Information, Estados Unidos: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank)
y Rhizobase (Kazusa Research DNA Institute, Japon: http://www.kasuza.or.jp/rhizobase).
Ambos sitios contienen vinculos a los articulos originales de investigacion y a las paginas wceb

de cada proyecto de secuenciacion.
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La fijacion de nitrogeno asi como su regulacion y relacion con otras vias metabolicas,
involucra muchas clases de genes relacionados con diferentes proteinas y funciones: nitrogenasa
(genes nif), proceso de nodulacion (genes nod, nol, noe, syr), biosintesis de exopolisacéridos y
lipopolisacaridos (genes exo, Ips, exp, fixF, phb), glucanos (genes ndv), lectinas (genes lec),
transporte de dicarboxilato (genes dect), reciclado de hidrogeno a través de la enzima
hidrogenasa (genes hup, hvx, hox), chaperonas especificas de la simbiosis (genes groESL),
citocromos (genes fbcFH, cydHJKL, fixNOQP, fixGHIS, ccmAB, ccemlEFH, cycY, cycHIKL,
cyeVMX, nuo), ferredoxinas (genes fdx), tiorredoxinas (genes tlp), quimiotaxis (genes che),
tolerancia a la acidez (genes act), transferencia conjugativa de elementos genomicos como la
isla simbidtica (genes rbr), adenil ciclasas (genes cya), competitividad en la nodulacion
(genes nfeD), ligninasa (genes lig) y otras enzimas que degradan la pared celular durante
el proceso de infeccion, genes relacionados con el metabolismo de aminoacidos como glutamina
sintetasa (genes gin), genes relacionados con otros procesos del ciclo del nitrogeno, como la
enzima nitrato reductasa (genes mlr), el factor de la polimerasa o o factor rpoN (genes ntrd),
genes regulatorios de otras clases (genes ntr, syr, chv, nol), antibidticos como trifolitoxina
(genes tfx). Cada dia se hacen nuevos descubrimientos sobre la genética de estos procesos,
se confirman o modifican modelos de sintesis y regulacion, y se descubren genes inesperados e
indispensables para los procesos de infeccion o fijacion de nitrégeno.

La genética de estos procesos es sumamente compleja. Cada proceso involucra un alto
numero de genes. Por ejemplo, en el genoma de Mesorhizobium loti se han identificado
39 genes relacionados con la nodulacion, y 46 con la FSN (Kaneko er al., 2000);
en el metabolismo de exopolisacaridos de Sinorhizobium meliloti se conocen 22 genes (Galibert
et al., 2001); tan solo en el proceso de reciclado de hidrégeno se han identificado 120 genes
involucrados en diversas especies (Maier y Triplett, 1996).

Ademas de la cantidad de informacion, hay que anadir que la organizacion genomica de
las o-proteobacterias no es convencional, y los elementos extracromosomales como los
plasmidos son parte importante del genoma (Jumas-Bilak er al., 1998). Existen genes reiterados
como fixNOQP (Lopez et al., 2001) o farN (Gutiérrez et al., 1997); en otros casos se han
registrado multiples enzimas de la misma clase, como 26 adenilato ciclasas identificadas en

Sinorhizobium meliloti (Téllez-Sosa et al., 2002). La informacion genética se agrupa de
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diferente manera en cada organismo, y los genes relacionados con la FSN se distribuyen entre
cromosomas, plasmidos e islas simbidticas. Los ejemplos abundan. En el caso de R. etli,
la organizacion también es compleja: los genes nod y fix, esenciales para la FSN, se localizan en
el plasmido d, mientras que los genes de otros procesos relacionados con la simbiosis, como
la sintesis de polisacaridos, se localizan en el plasmido b (Brom ef al., 1992). Estos genomas
presentan una evolucién muy dindmica: Los compartimientos simbidticos de las bacterias
rizobidceas son estructuras de mosaico resultantes de fenémenos de recombinacién,
transferencia horizontal y transposicion (Gonzalez et al., 2003). Por ejemplo, se sabe que en
la isla simbiodtica cromosomal de Bradyrhizobium japonicum se encuentra el 60% de
las transposasas del genoma completo (Kaneko et al., 2002).

La enorme diferencia entre cepas y especies afecta de manera drastica los resultados de la
FSN. Por ejemplo, una de las interacciones mas efectivas que existe es la simbiosis
Sinorhizobium meliloti-Medicago sativa (alfalfa). Los nodulos de alfalfa pueden obtener hasta
80% del nitrégeno total del aire, mientras que los nodulos de frijol derivan solamente 40% de su
nitrogeno del aire (Hardarson, 1993). Esto provoca, por ejemplo, que se dediquen mas esfuerzos
a estudiar la interaccion entre alfalfa y S. meliloti, ya que los incrementos en la FSN son
mayores en las plantas inoculadas con S. meliloti (hasta de 40 o 50% en invernadero) que en las
plantas inoculadas con R. etli (menores al 25% en invernadero).

En los ultimos 15 afios se han realizado muchos acercamientos a nivel molecular para
aumentar la eficiencia de las interacciones bacteria-hospedero, e incrementar el potencial de la
FSN por medio de la manipulaciéon genética (consultese las revisiones de Maier y Tripplett,
1996; Sessitsch er al., 2001). Ejemplos de investigaciones realizadas son: el disefo de un gene
hibrido que estimula la nodulacion sin que haya excrecion de flavonoides por parte de la planta
(Spaink er al., 1989), las cepas recombinantes dct-nif4 (Bosworth et al., 1994), mutaciones en
el sistema ntr (Soberdn et al., 1999; Olah et al., 2001), mutantes de los genes nod para realizar
la FSN aun en presencia de nitrogeno externo (Dusha er al., 1989), auxotrofos de aminoacidos
(Ferraioli er al., 2002), y mutantes con una FSN mejorada al alterar su metabolismo aerébico
(en la discusion se expondran detalladamente algunos ejemplos). Con el desarrollo de la
ingenieria genética se espera que al clonar los genes relacionados con la FSN, podrian obtenerse

mutantes que desempeifien este proceso con mayor eficiencia. Durante los afios ochenta varias
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compaiiias se interesaron en producir cepas para uso comercial agricola, siendo el ejemplo mas
significativo la cepa recombinante de S. meliloti RMBPC-2, desarrollada por las compaiiias
BioTechnica International y Research Seeds. Este microorganismo tiene una expresion
incrementada del gene dctABD y copias multiples del regulador positivo nif4. Plantas de alfalfa
inoculadas con esta cepa tuvieron un incremento en su biomasa de 13% respecto a plantas
inoculadas con la cepa silvestre (Bosworth et al., 1994). El uso comercial de la cepa RMBPC-2
fue aprobado en 1997 por las autoridades de Estados Unidos (Sessitsch et al., 2002).

Pese a haberse desarrollado y patentado otros microorganismos, han fallado muchos
intentos de mejorar la FSN por medio de la clonacion genética, habiendo pocos ejemplos
significativos. Muchas cepas que funcionan bien a nivel invemnadero, fallan en el campo.
Este fenémeno tiene muchas causas: un disefio experimental pobre, factores extrinsecos diversos
(interaccion bacteria-planta, condiciones edaficas, desconocimiento sobre la regulacion
del metabolismo, restos de fertilizantes en el suelo que impiden la nodulacién), asi como
competencias establecidas con las cepas indigenas de los suelos, las cuales muchas veces
impiden el desarrollo de la bacteria inoculada. Por ejemplo, con B. japonicum y soya
frecuentemente se obtienen rendimientos muy altos debido a que estos organismos se introducen
en nichos ecolégicos vacios donde no existe competitividad contra otras bacterias,
siendo muy buena la respuesta por parte del suelo. Muchas ocasiones se logran experimentos
exitosos que no pueden repetirse (Maier y Triplett, 1996).

Existen otros obstaculos que impiden avances en las investigaciones, como el temor a la
comercializacion de los organismos transgénicos, o las regulaciones legales necesarias para
liberar dichos organismos al mercado. La razén principal de la falta de investigacion
es economica: Las compaiiias desisten de invertir en el mejoramiento genético de cepas por falta
de rentabilidad (las cepas tienen un precio muy bajo en el mercado: US $0.50/Ha). Ademas,
los rendimientos en el campo son inferiores a los resultados de laboratorio, teniendo en
promedio entre 5 y 15% de aumento en la FSN de organismos modificados en los genes
hup o nifd/dct. Maier y Triplett (1996) sefialan que sin inversion privada no es viable el disefio

de mejores cepas inoculantes.
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Sin embargo, esta falta de rentabilidad podria impedir una mayor productividad e
incremento en las utilidades. Aun cuando un aumento de 5-15% en la FSN aparentemente
no vale la pena, se ha calculado que una mejora de 10% representaria un beneficio economico
de US $1,000 millones para la agricultura mundial (Herridge y Rose, 2000). Nétese que el
precio de las bacterias inoculantes como costo de produccion (50 centavos de dodlar
por hectarea) es infimo en comparacion con el costo de los fertilizantes (de 80 a 150 dolares
por hectarea), sin pensar en el costo ambiental de estos productos, por lo que las compaiias
deberian analizar con mdas atencion los costos y los beneficios de construir cepas
inoculantes mejoradas.

En el campo de la FSN, se han realizado avances importantes, mas no revolucionarios.
Por ejemplo, aunque era dificil regenerar la mayoria de las leguminosas transgénicas (Rocha y
De Las Perias, 1990), se han desarrollado nuevas metodologias que permiten la creacion
y reproduccion de dichos organismos. En los ultimos afios se construyeron plantas transgénicas
de Lotus corniculatus (van Rhijn et al., 1998) y de Medicago sativa (van Rhijn et al., 2001),
en las cuales se clond el gene de la lectina de soya. Asi, estas plantas que no son noduladas
por B. japonicum en condiciones normales, al ser modificadas genéticamente ya pueden
ser noduladas por B. japonicum y otras especies extraiias. Otro ejemplo es la insercion del
plasmido criptico de R. tropici en R. etli, que provoca un aumento en la nodulacioén de frijol
(Sessitsch et al., 2002).

Con base en el nuevo conocimiento de la simbiosis, se han visualizado estrategias ttiles
para elevar la FSN. Una de las principales consiste en la transferencia de genes hup
(hydrogen uptake) entre diferentes rizobidceas, para construir cepas capaces de reciclar
el hidrogeno. El hidrogeno es un producto de reaccion de la nitrogenasa, cuya generacion es uno
de los factores que mds afectan la eficiencia de la FSN, consumiendo hasta 40 o 60% de
la energia proveniente de la CTE, lo cual constituye un desperdicio de energia quimica. Algunas
cepas de bacterias rizobiaceas poseen la enzima hidrogenasa (codificada por los genes hup),
capaz de reciclar el hidrogeno. El proceso de reciclado consiste en la oxidacion del hidrogeno
por parte de la hidrogenasa, canalizando la energia recuperada a la nitrogenasa. Se han logrado
aumentos en la FSN de 17% en plantas inoculadas con cepas portadoras de los genes hup

(Maier y Triplett, 1996), y las investigaciones contintian (cfr. Baginsky et al., 2002).
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9. Futuro de las investigaciones sobre la FSN

En un principio, las expectativas de explotacién de la simbiosis leguminosa-rizobiacea
fueron muy altas. Se pensoé que podrian elaborarse plantas transgénicas de trigo o maiz capaces
de fijar nitrogeno (Westhoff, 1998). Sin embargo, la simbiosis es un fenomeno extremadamente
complejo cuya manipulacion genética sigue siendo incipiente. Implantar la fijacion de nitrogeno
en las plantas por medio de la ingenieria genética requiere resolver problemas de tipo
transcripcional, traduccional y regulatorio, por lo que se estdn estudiando otras posibilidades
de mejorar la FSN mediante estrategias como la introduccion de genes hup en cepas que carecen
de ellos (Glick y Pasternak, 1998).

Pese a estas dificultades, la FSN es un proceso natural, limpio y racional en el uso de
energia, cuya investigacion es necesaria para favorecer la agricultura sustentable. La FSN tiene
un gran potencial para resolver problemas agricolas y ambientales. Por todas estas razones,

es necesario incrementar ¢l conocimiento sobre la FSN mediante la investigacion basica.
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ANTECEDENTES

Una de las metodologias mas tradicionales al estudiar el metabolismo en cualquier
organismo, es mediante una mutacion inducida. El cambio en el genotipo del organismo
afectado puede producir un cambio visible en su fenotipo, lo cual permite aislar a este mutante
para demostrar la funcién de un gene (Gardner et al., 1998).

Una manera de inducir mutaciones es con el uso de transposones. Los transposones son
segmentos discretos de ADN que pueden movilizarse entre sitios no homdlogos, dentro o fuera
de la molécula de origen, mediante un proceso llamado transposicion. La transposicion es un
mecanismo importante en la generacion de diversidad genética, y se ha sugerido su uso en
terapia génica humana (Craig, 2002; Reznikoff, 2003). Se sabe que, en las bacterias,
los transposones son elementos responsables de la recombinacion de algunos genes
que controlan la resistencia a ciertos farmacos (Gardner er al., 1998).

El transposon Tn5, aislado de Escherichia coli, es una molécula de 5.8 kb que porta genes
de resistencia a kanamicina, neomicina y estreptomicina. Tn5 es un excelente modelo para
entender las bases moleculares de la transposicién y otros procesos importantes, como la
integracion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) al ADN (Reznikoff, 2002 y 2003).

En nuestro estudio empleamos un derivado del transposén TnS5: el TnS5-mob, de 7.1 kb.
Este transposon se construyo clonando el sitio mob del plasmido RP4 de E. coli en el sitio
BamHI del TnS5 silvestre. El sitio mob contiene el origen de replicacion del plasmido RP4 o
RK2, cuyas funciones permiten la transferencia del TnS-mob a otras bacterias Gram negativas
mediante conjugacion (Simon, 1984). TnS-moeb ha sido una de las herramientas mas poderosas
en la manipulacion genética de bacterias, ya que se transpone aleatoriamente en sus hospederos,
obteniéndose mutantes estables no reversibles. El mapeo genético con inserciones de Tn5-mob
es un método rapido y viable que permite localizar nuevas mutaciones (Hynes y Finan, 1998).
TnS5-mob ha sido muy util para estudiar la genética de las bacterias rizobiaceas.

Esta tesis es parte de un proyecto dirigido por el Dr. Juan Miranda Rios y por el Dr. Mario
Soberén Chavez. En el proyecto se estudian los mecanismos moleculares que regulan
la expresion genética de las diferentes cadenas respiratorias de Rhizobium etli en vida libre

y en simbiosis.
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En el grupo del Dr. Mario Soberon se han aislado y estudiado varias cepas mutantes de
Rhizobium etli, con la finalidad de caracterizar algunos genes involucrados en la expresion
de las citocromo oxidasas terminales y la fijacion simbiotica de nitrégeno.

Dos de las primeras cepas mutantes aisladas fueron la cepa CFN4201 y la cepa CFN4205,
obtenidas con el TnS-mob y con nitrosoguanidina, respectivamente. Estas mutantes
se seleccionaron en base a su alta capacidad (fenotipo TMPD™") para oxidar al colorante
N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD), el cual es oxidado por la cadena respiratoria
a nivel de citocromos tipo ¢ y tipo a (Soberon et al., 1989).

Otra cepa mutada con Tn5-mob es la cepa CFN037, aislada por su fenotipo TMPD""
(Soberon et al., 1990). La cepa CFN037, cuyo estudio es un antecedente importante de este
trabajo, posee incrementos tanto en la respiracion como en la fijacion simbidtica de nitrogeno,
y ha sido ampliamente caracterizada (Miranda er al., 1996; Miranda-Rios et al., 1997 y 2001).

El objeto de estudio de esta tesis es la cepa CFN030. La cepa CFNO030 se obtuvo mediante
mutagénesis de la cepa silvestre CE3 empleando el Tn5-mob, y fue seleccionada por presentar
un fenotipo resistente a azida (Az") (Miranda et al., 1996).

Se decidi6 emplear la resistencia a azida de sodio como método de seleccion,
con la finalidad de entender mejor los mecanismos moleculares involucrados en la expresion
de citocromos en R. etli. La razon para escoger mutantes capaces de crecer en presencia de azida
es que la cepa CFNO037, cuya respiracion y fijacion simbid6tica de nitrégeno han sido alteradas,
también muestra el fenotipo Az (Miranda er al., 1996). Cabe seialar que la cepa CFN037
no fue seleccionada por el fenotipo Az"® sino por mostrar un fenotipo TMPD"". Esta cepa fue
aislada con anterioridad (Soberén et al., 1990), y posteriormente se observo su fenotipo Az®
(Miranda er al., 1996). Se sabe que la cepa CFN037 sufrio una sola insercion del Tn5-mob en el
plasmido b, afectando la expresion de los genes biosintéticos de tiamina (Miranda er al., 1996;
Miranda-Rios et al., 1997). En contraste, la cepa CFN030 sufrio una sola insercion del TnS-mob
en el cromosoma (Miranda ef al., 1996), lo que sugiere que los genes afectados en la cepa
CFNO030 por la insercion del Tn5-mob, son diferentes a los genes afectados en la cepa CFN037.
No se conoce la naturaleza de estos genes, por lo que se decidio clonarlos y caracterizarlos en

esta tesis.
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La azida es un inhibidor de la cadena respiratoria similar al cianuro (Sies et al., 1969;
McKee y McKee, 1996). Como actia a nivel de oxidasas terminales, es logico pensar que en
una bacteria la resistencia a azida puede deberse a la expresion de oxidasas terminales que
no se expresan en condiciones normales, con un posible incremento en la respiracién y en
la sintesis de ATP. Sin embargo, también podria no existir una relacién entre el fenotipo Az"
y el transposon Tn3-mob. Se sabe que en Escherichia coli muchas mutantes AZ® tienen
mutaciones puntuales en el gene secd, que codifica para una ATPasa involucrada
en el transporte de proteinas (Fortin er al., 1990; Oliver et al., 1990), por lo que fue necesario
demostrar que el fenotipo Az® de la cepa CFN030 esta relacionado con la insercién del
transposon, y no con otras clases de mutaciones como las del gene secA.

Para llevar a cabo la demostracion, se introdujo el plasmido pJB3 en la cepa CFN030
con el objeto de transferir la secuencia mob del transposon a otra cepa, y observar el fenotipo.
Se conjugé la cepa CFN030/pJB3 con una cepa de R. erli resistente a rifampicina y sensible a
azida y kanamicina. La clona transconjugante, resistente a rifampicina y kanamicina, conservo
la resistencia a azida, lo que demuestra que el fenotipo Az® de la cepa CFNO030 se debe a la
insercion del Tn5-mob en su genoma, y no a otra clase de mutaciones. La insercion del Tn5-mob
también es responsable de la resistencia a kanamicina (Membrillo, 1991; Miranda et al., 1996).

La cepa CFNO30 fue caracterizada bioquimicamente mediante espectroscopia de
citocromos y ensayos de actividad reductora de acetileno (ARA). Las plantas de frijol
inoculadas con esta cepa presentan un contenido total de nitrgeno 25% mayor en comparacion
con las plantas inoculadas con la cepa silvestre CE3. La actividad enzimatica de la nitrogenasa
alcanza los mayores niveles en las plantas inoculadas con la cepa CFN030 al menos cuatro dias
antes que en las plantas inoculadas con la cepa silvestre. Otras caracteristicas fenotipicas de
la cepa CFNO30, similares a las de la cepa CFN037, son: La expresion derreprimida de la
oxidasa terminal aa; en cultivos microaerobicos, que no se expresa en la cepa silvestre salvo
en condiciones aerdbicas; y la expresion de la oxidasa terminal cbb; en la fase post-exponencial
del crecimiento en vida libre, a diferencia de la cepa silvestre, donde esta oxidasa terminal
no se expresa excepto durante la simbiosis (Miranda er al., 1996).

Es importante saber qué genes de la cepa CFN030 han sido afectados, para entender mas

el proceso de la fijacion de nitrogeno.



OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a nivel molecular el gene mutado por la insercion del Tn5-mob en la cepa CFN030.

a)

b)

9)

d)
€)

OBJETIVOS PARTICULARES

Clonar un fragmento EcoRI de 5 kb, detectado previamente por medio de una hibridacion,
que contiene el gene mutado por la insercion del TnS-mob.

Obtener la secuencia nucleotidica del fragmento FEcoRI e identificar los ORFs
correspondientes.

Comparar la secuencia obtenida con la informacion genética de otros organismos disponible
en bases de datos, para averiguar mas sobre la naturaleza del gene afectado.

Analizar la informacion que proporcionen los bancos de genes.

Realizar un estudio de complementacion genética para observar la expresion del gene

clonado.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas y plasmidos

Las cepas bacterianas y los plasmidos empleados se muestran en las tablas 7 y 8.

Tabla 7. Cepas bacterianas utilizadas.

Cepa Caracteristicas importantes Referencia
Escherichia coli:

DHS5cx Cepa hospedera de los plasmidos, lac z AM15 Gibco

S17-1 Plasmido RP4 integrado en el cromosoma, Tc®| Simon et al. (1983)

Rhizobium etli:

CE3 Cepa silvestre, Sm" Noel et al. (1984)
CFN030 CE3/Tn5-mob, Az®, Km® Miranda et al. (1996)
CE3/pRK7813 Cepa control en la complementacion Este trabajo
CFNO030/pRK7813 Cepa control en la complementacion Este trabajo
CE3/pFVRK Cepa caracterizada mediante complementacion Este trabajo
CENO030/pFVRK | Cepa caracterizada mediante complementacion Este trabajo

Tabla 8. Plasmidos utilizados.

Plismido Caracteristicas importantes Referencia
pSK Vector de clonacion, Ap" Stratagene
pRK7813 Plasmido RP4 replicable en Rhizobium, Tc® | Jones y Gutterson (1987)
Cosmido 6.63 Coésmido con ADN de R. etli del cual se clono Este trabajo

un fragmento EcoRI de 5 kb donde se detectd
la insercion del TnS-mob en la cepa CFN030
pSK-030 Sonda para detectar el fragmento EcoRI, Km* Este trabajo
pFV Fragmento EcoRI clonado en pSK, Tc®, Ap® Este trabajo
pFVRK Fragmento EcoRI clonado en pRK7813, Tc® Este trabajo
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Medios y condiciones de cultivo

Medio LB:  Triptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, pH 7.4

Medio PY:  Peptona de caseina 0.5%, Extracto de levadura 0.3%, CaCl, 10 mM

Medio MM: Succinato 1.35 g/L, KH:PO; 1.5 mM, NH4CI 10 mM,

MgS0,-7H,0 0.5 mM, CaCl,-2H,0 2 mM

Para los medios solidos se agregd 1.5% de agar, y el antibidtico adecuado segin el caso:
tetraciclina 20 pg/mL (Tc¢), acido nalidixico 20 pg/mL (Nal), kanamicina 30 pg/mL (Km)
y ampicilina 100 pg/mL (Ap). También se empled azida de sodio 8-10-12 pg/mL (Az).

Las cepas de Escherichia coli se crecieron a 37° C con agitacion en medio LB. Las cepas
de Rhizobium etli se crecieron a 30° C con agitacion en medio PY, excepto en los experimentos

de complementacion genética, en que se usé el medio minimo (MM).

Clonacion genética

La obtencion de ADN plasmidico, la digestion con enzimas de restriccion, la separacion
de fragmentos digeridos mediante electroforesis, las reacciones de ligacion y las
transformaciones de E. coli fueron realizadas de acuerdo a los métodos establecidos (Sambrook
et al., 1989). Las enzimas de restriccion utilizadas fueron EcoR1y Sal 1 (New England Biolabs).
Para llevar a cabo las hibridaciones tipo Southern, se transfirio el ADN a membranas Hybond
segtin el protocolo indicado (Southern, 1975); se marcaron los plasmidos con **P y se realizaron
las hibridaciones siguiendo las instrucciones del fabricante (Amersham Pharmacia).

Se digiri6 el ADN gendémico de la cepa CFN030 con Sal 1, se realiz6 una hibridacion tipo
Southern contra Tn5-mob detectando un fragmento Sal I de 3 kb y se clond en el vector pSK,
llamando pSK-030 a esta nueva clona. El fragmento Sal I del pSK-030 contiene el gene Km"
del TnS5-mob y 527 pb del fragmento EcoRI de 5 kb mencionado a continuacion.

Se llevd a cabo una hibridacion en colonia utilizando el pSK-030 como sonda contra un
banco genoémico de la cepa Rhizobium etli CE3, que fue proporcionado por el Dr. Jorge
Calderon Jiménez del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (Huerta-Zepeda
et al., 1997). De dicho banco genéomico hibrido positivamente el cosmido 6.63. Se extrajo
el ADN del césmido 6.63, se digirié con EcoRI y se hibridé contra pSK-030, detectandose senal

positiva de un fragmento EcoRI de 5 kb que contiene la secuencia caracterizada en este trabajo.
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El ADN del cosmido 6.63 fue aislado con la amable ayuda de Oswaldo Lopez, siguiendo
los métodos establecidos (Sambrook er al., 1989). Dicho ADN fue digerido con EcoRI,
se separaron las bandas en un gel de agarosa al 1%, y se purifico el fragmento EcoRI de § kb
empleando un kit de extraccion de gel (QIAGEN). Este fragmento se ligd con el vector pSK
previamente digerido con EcoRI. Se transformé la cepa E. coli DH50 con la ligasa.
Se seleccionaron las colonias blancas, se verificé que contuvieran el inserto, y a la nueva clona
se le denomind pFV. El fragmento EcoRI de 5 kb del pFV se clond en otro vector, el pRK7813
(proporcionado gentilmente por Maria Luisa Tabche), y se le denominé pFVRK. Este nuevo

pldsmido sirvié para realizar los estudios de complementacion genética.

Secuenciacion de nucledtidos

La secuencia se llevé a cabo en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM, con un secuenciador ABI-Prism, usando el método
de terminadores de cadena especificos. El fragmento fue secuenciado en ambas hebras
empleando los cebadores descritos en los resultados. La posicion de la inserciéon del Tn5-mob
fue determinada con el uso de un cebador especifico de dicho transposon. Todos los cebadores

se elaboraron en la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia.

Analisis de la secuencia

El andlisis de la secuencia de ADN se realizo con el programa Gene Works version 2.5.6
(IntelliGenetics Corporation).

Las busquedas de homologias se realizaron en las bases de datos GenBank
(National Center for Biotechnology Information, Estados Unidos) y Rhizobase
(Kazusa DNA Research Institute, Japon), con el programa BLAST (Altschul er al., 1997).
Se reportan las homologias encontradas en la base GenBank, ya que no se encontraron
homologias en la base Rhizobase. Los alineamientos de secuencias se realizaron

con el programa MultAlin (Corpet, 1988).
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Complementacion genética

Con el plasmido pFVRK se transform¢ la cepa DH5a seleccionando las colonias blancas.
Se verifico que contuvieran el fragmento EcoRI de 5 kb. Se aislo ADN plasmidico de las nuevas
clonas y se transformo la cepa S17-1 con dicho ADN mediante electroporacion, seleccionando
las colonias Tc®. Se verifico que las clonas contuvieran el fragmento de 5 kb por medio de PCR.
Para la prueba PCR se emplearon como control positivo ADN aislado del pFV, y como control
negativo ADN del pRK7813. Los cebadores empleados fueron los oligonucléotidos 030-up
y 030-4. El PCR se realizo asi: un ciclo de 4 minutos a 92°C, 30 ciclos de duplicacion
(un minuto a 92°C, un minuto a 58°C y un minuto a 72°C), un ciclo de 5 minutos a 72°C,
y enfriamiento hasta una temperatura de 4°C. Dos cepas candidatas dieron positivo el PCR,
lo cual demuestra que contienen el fragmento deseado.

Se hicieron cruzas biparentales entre dichas cepas de E. coli S17-1 y las cepas CE3
y CFNO30 de R. etli siguiendo el protocolo establecido (Membrillo, 1991). Se seleccionaron
las clonas Nal® Tc® para efectuar la complementacion.

La complementacion genética se realizd con las clonas CE3, 030, CE3/pFVRK,
030/pFVRK, CE3/pRK7813 y 030/pRK7813 (estas dos ultimas cepas fueron usadas como
control para determinar si el plasmido pRK7813 podia tener algiin efecto sobre el fenotipo Az},
y fueron proporcionadas amablemente por Maria Luisa Tabche). Todas las clonas se sembraron

en MM en ausencia y presencia de azida de sodio (8, 10 y 12 pg/mL), observando

el crecimiento de cada colonia.
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RESULTADOS

Caracterizacion del gene afectado por la insercion del Tn5-mob en la cepa CFN030

Previamente a este trabajo, se realizé el primer paso en la identificacién del gene mutado
de la cepa CFNO030. Se purificc ADN gendémico de la cepa CFN030, se digirié con EcoRI
y se realizé una hibridacion tipo Southern empleando el Tn5-mob como sonda. La hibridacién

revel6 un fragmento EcoRI de 12 kb que contiene el Tn5-mob (figura 5).

Figura 5.

Hibridacion tipo Southern de ADN digerido con EcoRI.
Sonda: transposon Tn3-mob

Cepas: CE3 (carril 1) y CFNO30 (carril 2) . -12kb
[Tomado de Miranda et al., 1996]

En la figura 6 se muestra graficamente dicho fragmento.

EcoRI Sal I Sal I EcoRI

Tn5-mob (Km®)

Figura 6. Fragmento EcoRI de 12 kb detectado en la cepa mutante.
Este esquema es una representacion grafica del fragmento que
hibrida en la figura 5. En color negro se muestra la region de ADN
bacteriano cuya secuencia fue interrumpida por el TnS-mob; este
transposon se representa en color gris. La insercion del Tn5-mob
no estd ubicada con precision dentro del fragmento.
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Clonacion del gene silvestre que fue mutado por la insercion del Tn5-mob

Se intento clonar el fragmento EcoRI de 12 kb para emplearlo como sonda y buscar en un
banco de cosmidos de R. etli un cosmido que contuviera el ADN silvestre que fue mutado, pero
no pudo lograrse dicha clonacion.

Como estrategia alterna para localizar el ADN mutado por el Tn5, se decidio hibridar
utilizando como sonda el Tn5-mob, y como blanco el ADN total de la cepa CFNO030,
previamente digerido con varias enzimas de restriccion. En particular, se noto que la digestion
con la enzima Sa/ I dio dos bandas de hibridacion bien definidas: una de 3 kb y otra de 6 kb. Los
fragmentos Sal I fueron ligados con el vector pSK. Con los plasmidos resultantes se llevaron a
cabo transformaciones, y se seleccioné una clona resistente a kanamicina (llamada pSK-030),
cuyo inserto es el fragmento Sal [ de 3 kb mostrado en la figura 7.

La clona pSK-030 contiene el gene del Tn5-mob que imparte la resistencia a kanamicina
[gene senalado como Km*, que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa tipo II (NPTII),
que destoxifica a la familia de la kanamicina por fosforilacion de la misma (Gardner er al.,
1998)], y 527 pb del ADN de R. etli adyacente a la inserciéon del TnS5-moeb. El plasmido
pSK-030 se empleo para clonar el gene silvestre que fue afectado por el Tn5-mob (figura 7).

Sall Sall

Figura 7. Construccion de la clona pSK-030.

De una digestion total del ADN de la cepa CFN030 efectuada con
Sal 1, se cloné un fragmento de 3 kb que hibridé contra el Tn3-mob.
Este nuevo plasmido, denominado pSK-030, porta el gene de
resistencia a kanamicina y un segmento de 527 pb que corresponden
al ADN adyacente a la insercion del Tn5-mob en la cepa CFN030.
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Con la finalidad de clonar el gene silvestre se hizo una hibridacion en colonia utilizando
un banco genémico de la cepa CE3 de R. etli, empleando como sonda el plasmido pSK-030,

el cual contiene 527 pb de ADN bacteriano que hibridan positivamente (figura 8).

Sal I Sal
527 pb KmR®
il
EcoRI W EcoRI
1 1
] ' -"""--...,__ h-"'"--..__h
1 ] i b
] 1 T e
1 [} -- =" --..___'
EcoRI , Sall | Sal I N S EcoRI

Tn5-mob (Km®)

Figura 8. Fragmento EcoRI de 5 kb detectado en la cepa silvestre.
Mediante una hibridacion realizada en un banco de cosmidos de R. etli,
empleando la clona pSK-030 como sonda, se identifico un césmido
denominado 6.63, el cual contiene un fragmento EcoRI de 5 kb que dio
sefial positiva en la hibridacién. Dicho fragmento corresponde a la region de
ADN mutada en la cepa CFN030 (figuras 5 y 6).

El banco genomico utilizado se trata de una libreria de cdsmidos que contienen
fragmentos provenientes de una digestion parcial con EcoRI del ADN gendémico de R. etli.
Cada cosmido del banco contiene un fragmento aproximado de 20 kb proveniente de
la digestion parcial EcoRlI, clonado en el vector pLARF1. Cada fragmento de 20 kb contiene,
a su vez, algunos o varios fragmentos EcoRI del ADN de R. etli, dado que los cosmidos
se construyeron con una digestion parcial y no total de ADN. El vector pLARF1 (21.6 kb)
contiene un sitio £coRI tnico, es resistente a tetraciclina, y puede movilizarse y replicarse
de forma estable en muchas bacterias Gram negativas (Friedman et al., 1982). Este banco

de cosmidos fue construido en E. coli HB101 (Huerta-Zepeda et al., 1997).
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La manera en que se llevo a cabo el tamizaje del banco genoémico fue la siguiente:

Se crecieron 1200 colonias del banco de cosmidos en una membrana de nylon. Se lisaron
las colonias para retirar los elementos celulares, dejando expuesto el ADN plasmidico. Se llevo
a cabo una hibridacion en colonia tipo Southern, empleando como sonda el plasmido pSK-030.
De las 1200 colonias expuestas, unicamente hibridé un césmido, denominado cosmido 6.63.

Se aislé ADN plasmidico del cosmido 6.63, se digirié con EcoRl y se hibridé empleando
la sonda pSK-030 (figuras 9A y 9B). Se obtuvo hibridacion en una banda de 5 kb, que era lo que
se esperaba, ya que el Tn5-mob tiene un tamarno de 7 kb, que sumado con las 5 kb del ADN
bacteriano, da un total de 12 kb, tamano que tiene el fragmento EcoRI identificado en
la hibridacion de la cepa CFNO030 (figura 5). El fragmento EcoRI del césmido 6.63 contiene la
zona de ADN bacteriano adyacente a la insercion del Tn5-mob en la cepa mutante. Con este
fragmento se realizo la caracterizacion molecular de la cepa CFNO030. Dicho fragmento

fue aislado y clonado en el vector pSK. El plasmido resultante se denominé pFV (figura 9C).

pLARF1
21.6kb > [
5kb —» - - - <« 5kb
_— < pSK
e _____}
: ______J

Figura 9

A. Digestion EcoRI del cosmido 6.63

B. Hibridacion del ADN del cosmido 6.63 digerido con EcoRI

C. Digestion con EcoRlI del plasmido pFV, donde se sefiala el inserto de
5 kb que hibridé positivamente y fue clonado a partir del cosmido 6.63
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Secuencia nucleotidica

En la figura 10 se muestra la estrategia para secuenciar el inserto del pldsmido pFV.

El primer paso fue obtener la secuencia del inserto del plasmido pSK-030, utilizando
como cebador el oligonucledtido Tn5 (5’-GTTCAGGACGCTACTTG-3"). Con este cebador,
se obtiene la secuencia de las 527 bases de ADN bacteriano contenidas en el fragmento Sal I
de 3 kb del plasmido pSK-030. Teniendo ya la secuencia, se disefian los oligonucledtidos
030-up y 030-down (figura 10A):

030-up TTTCGGACAACGCTGGTGAG (523
030-down  GGCTGCTGCCAAAGAGTGTC (5°23)

Posteriormente, al conocer la secuencia de nuevas regiones, se disefiaron otros

oligonucleotidos para avanzar en la secuenciacion del fragmento EcoRI de 5 kb (figura 10B):

030-1 GACTTCAATCCCGACCTCTG (5’3"
030-2 GCGCGGCATCCCCCAACATC (523"
030-3 ACGACGGAACCACGCCTCTC (5°23")
030-4 GTGGTTCCGTCGTCGTCAAG (523"

Se obtuvo la secuencia de 1880 pb del inserto de 5 kb del plismido pFV. En la figura 11

se muestra la secuencia completa.
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Sal I Sall

< Tns
—-—

Sal I

030-up 4——" 030-down

....4‘-..........-.
030-up ¢——>» 030-down

030-4 —» < 030-2
a—

030-3 <4— <+ 030-1

Figura 10. Estrategia de secuenciacion del fragmento de 1.8 kb contenido en el pFV.

A. Secuenciacion del inserto del plasmido pSK-030 (527 pb) a partir del cebador Tn5.
Localizacion de los oligonucleétidos 030-up y 030-down.

B. Inserto de 5 kb del plasmido pFV (linea punteada). Como una linea negra se muestra la
secuencia completa obtenida de 1880 pb, y como un rectangulo negro las 527 pb
secuenciadas con el cebador Tn35 en el plasmido pSK-030. Se muestran las secuencias
obtenidas a partir de otros cebadores empleados. La ubicacion de las 1880 pb no se
sefiala con precision dentro del fragmento EcoRI de 5 kb.
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mintisculas se muestran los cebadores empleados para la secuenciacién.
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Figura 11 (principio)
Secuencia nucleotidica de las 1880 bases obtenidas. En letras remarcadas
se muestran los ORFs, indicando su nombre y direccion. Con letras
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TCCTCGCCGC GACGCCGCAC AGGAAGCTCC GAAGCCGGGC ACGCGGAGCC
G AA LRRVYV L RG FGZP CAZESD
Figura 11 (continuacion). Las bases subrayadas son 527 pb de ADN silvestre
clonado en el plasmido pSK-030 (pSK-030 se utilizé como sonda para detectar el
fragmento EcoRI de 5 kb en un banco de césmidos de R. etli). Con una flecha
vertical se sefiala la insercion del TnS5-mob en el fragmento EcoRI, que ocurrié
entre los nucleotidos 1148 y 1149, alterando la secuencia del ORF 4.
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Figura 11 (conclusion)
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Analisis de la secuencia

La secuencia obtenida contiene seis marcos abiertos de lectura (ORFs) (figura 12).

TnS mob
ORF 1 ORF 2 ORF 30RF 40RF 5 ORF 6
180 pb
Figura 12.

Se muestra la region secuenciada de 1.8 kb, donde se indican los seis marcos de lectura
encontrados. Los ORFs 1/6 presentan homologias con proteinas presentes en los bancos

de datos, que se comentaran mas adelante. Los ORFs 2/3/4/5 no presentan homologia

con ningun gene reportado hasta ahora, por lo que se trataria de nuevos genes.

La insercion del Tn3-mob ocurrié al inicio del ORF 4.

En la tabla 9 se resumen los datos mas importantes de cada ORF.



Tabla 9. Datos principales de los ORFs.
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ORF Secuencia | Traduccién | Homologias encontradas Observaciones
nucleotidica | del ORF en el GenBank
(pb)
1 569 a 147 140 aa Homologia con un En esta secuencia se reconoce el
3=25) segmento de 140 aa de una | motivo Walker A [GXXXXGK] del
proteina hipotética de dominio asa-P (P-loop), lo cual
Deinococcus radiodurans permite reconocer a la proteina
(Homologia 49%) dentro de la familia de las GTPasas
(Identidad 32%)
Homologia con GTPasas
de diferentes organismos
(Homologia 60 a 82%)
(Identidad 33 a 65%)
2 731 a 886 51 aa Ninguna Posiblemente se trate
(523" de un gene tnico
3 969 a 1145 58 aa Ninguna Posiblemente parte de un operén
(523"
4 1146 a 1271 41 aa Ninguna Posiblemente parte de un operén
(5’3" ORF interrumpido por el TnS-mob
La insercion ocurrié al principio
del ORF (entre las bases 3 y 4)
5 1268 a 1465 75 aa Ninguna Posiblemente parte de un operdn
(5°=237)
6 1878 a 1462 138 aa Homologia con una ORF incompleto
(3’257 proteina hipotética No se conoce el principio
conservada en varios
microorganismos
(Homologia 26 a 47%)
(Identidad 41 a 64%)
ORF 1

El ORF 1 presenta homologia con una proteina hipotética de Deinococcus radiodurans

(figura 13) y con proteinas de 4 microorganismos diferentes (figura 14). Todas las proteinas

presentan una secuencia conservada, homologa al motivo Walker A del dominio asa-P (P-loop)

[GXXXXGK] (Walker et al., 1982). Se sabe que en este dominio se lleva a cabo la unién de

nucledtidos fosfatados en las NTPasas correspondientes, lo cual permite clasificar a estas

proteinas dentro de ciertas familias, como la familia de GTPasas o la familia de GHMPasas

(Leipe et al., 2002). Dos de las proteinas homélogas son NTPasas funcionales: una ATPasa de

Bacillus cereus y una shikimato cinasa de Clostridium perfringens.
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Re 1 MKLFILLLGFPGVGKLTIARELSPLLTAKVIDNHWFNNPILRLLDDDGTTPLPKGIWEYIGRVRQ 65
M L+G PG GK T+ EL+ L A ++DNH N+P+ G P +W + R+R

Dr 1 MSRLFYLIGPPGSGKRTVGLELTRLTGAALLDNHIINDPMFAAFGFTGQGDPPAEVWSFTRRLRA 65

Re 66 AVLDAIVAYGPPSANFISTH-AGIEGDERSNRTFQQIAGAARECEALLVPVRLLCDEEELARRVA 129
+L+A+ A ++ + + A + G+ +A A+ A VPV L C EEL RR+

Dr 66 LLLEAVAAAPAGVSHIFTNYLADLPGEA---EMIGKFAALAEQRGATFVPVFLTCPTEELRRRMP 127

Re 130 TPARRDRLKVD 140
P RR RLK+

Dr 128 LPERRARLKLTDPDTLQAVLDSKGVLPVPEGMLTLDTSRLSPEEAARAIMGHAEALALSSSNPHP 192

Figura 13,

Alineamiento entre el ORF | de Rhizobium etli (Re) y un fragmento de 140 aa de una proteina
hipotética de 192 aa (nimero de acceso: AE002043 11) de Deinococcus radiodurans (Dr)
(Homologia 49%, Identidad 32%). En letras resaltadas se indican los aminoacidos que forman
el motivo Walker A del asa-P, dominio involucrado en la union de nucléotidos fosfatados.

Re 1 MKLFILLLGFPGVGKLTIARELSPLLTAKVIDNHWFNNPILRLLDDDG 48
Ba 3 FLQMSGFPGSGKSTVSKYIGELTGAI IVDHDVLKSALLRSLEVKG 47
Bc 3 FLQMSGFPGSGKSTVSKYIAKLTGAVI IDHDVLKSALLKSLKVKG 47
cp 6 VLLIGMPGAGKTTIGRELSKVLKMNFLD 33
Os 126 ILLLGKPGVGKTTIIREIARVLS 148
Consenso G PG GK T

Figura 14,

Alineamiento entre el ORF 1 de R. etli y las proteinas homologas encontradas.
En todas las proteinas estd conservado el motivo Walker A del asa P (consenso).

Re: Segmento de 48 aa localizado en el ORF 1 de Rhizobium etli CFN030
Ba: Segmento de 45 aa, proteina hipotética (174 aa) de Bacillus anthracis

Nuimero de acceso: NP_654666 (Homologia 60%, Identidad 33%)

Bc: Segmento de 45 aa, ATPasa de Bacillus cereus (174 aa)

Numero de acceso: AAP07726 (Homologia 60%, Identidad 33%)

Cp: Segmento de 28 aa, shikimato cinasa aroK de Clostridium perfringens (171 aa)

Numero de acceso: BAB80407 (Homologia 67%, Identidad 53%)

Os: Segmento de 23 aa del ORF-455 de Odontella sinensis

Numero de acceso: CAA91669 (Homologia 82%, Identidad 65%)
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ORF 2

Este ORF codifica para una proteina de 51 aa:
MSAMSVTALPPASPPSISRSPALSEMPDHGVIFKGGIEADFLEFSAGRREW*

Probablemente se trate de un gene tnico, que no forma parte de operon alguno.

ORF 3/ ORF 4/ ORF 5

El ORF 3 codifica para una proteina de 58 aa:
MLRFSSFTSPPFSRDAVAVTFVWGDEELSHGLMSGGCCQRVSEI STVAQESSERAEVD*

El ORF 4 codifica para una proteina de 41 aa:
MPGAALRRVLRGFGPCASDGGCWGMPRLGRLDRAVVEAGAE *

El ORF 5 codifica para una proteina de 75 aa:
MILRGGSKAFQVARRPREPHPEVPPKGPAGGAGAQVSDDKQRCCRTLRTGCRGGAARVPHGHQGR*

Aunque el tamano de cada proteina predicha es pequeno, probablemente estos tres ORFs
formen un operdn, dado que el codon de paro TGA del ORF 3 (*) esta seguido por el codén
de inicio ATG del ORF 4 (metionina), sin que medie base alguna: y se observa un traslape entre
el codon GAA del ultimo aminoéacido del ORF 4 (acido aspartico) y el codon de inicio ATG

del ORF 5 (metionina).

El ORF 4 es el ORF de mayor importancia, dado que la insercion del Tn5-mob ocurrio
al inicio de este ORF, entre la metionina y la prolina. Es posible que el Tn5 haya afectado

la expresion del ORF 4 y del ORF 5.

No se encontré homologia alguna de los ORFs 3/4/5 ni del ORF 2 con genes y proteinas

de la base de datos GenBank, por lo que en caso de existir, serian genes nuevos.
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ORF 6

Presenta homologia con una proteina conservada en varios microorganismos (figura 15).

-------------------------------------- CGSLRAKTSG-DPLTVSICHCRDCQRRTGAVA

Re

Ml sremmeme e ceaa MVDARCSCGALTLTLTG- PSMLVVACHCLDCQRRTGAPF
R = T e MTNIIHTGECACGLVQLRCKD-EPLRTSICHCFECQKRTGSVF
HE $  Sroseresess st et e MIPYTGGCQCRQIRYEIHA-QPLTLYLCHCKECQKQSSSAF
80 2 smemeeeeecsecssseccsssnnaaae MQPIEFLEGGCLCGAIRYRIEG-NPFDADYCHCRMCQKSIGAAF
L 1 i AWTACGLSGGCLCGALRYEARS - PPLRVTLCHCRFCQRVTGSSH
PA =emmememmmmememeeeeeeeemmm—a- MDRFTGGCLCGKVRLVASG-RPYRVGLCHCLDCRKHHGALF
B SR e R R S MLGETALMTYTGSCACGAVTLEISG - KTLGTRQCWCRQCQQIAAGGP
Rs MPSAVLRPACPCTARSPGLSSVKRWGGGDMDQVTGGCRCGEVRFVARG -RPYRVGLCHCLDCRKQHGALF
Rp —  messessmrmssessessmees MTGTG- - KAVLSGGCQCGAIRYALSA -PPLSTALCHCRMCQKATGAPF
Ce  mmmmemmmmmm st s e m e m - MSLSGGCQCGAVRFRVEG-EPGRASICNCRMCQKAFAGPF
b MDTS---SEYSGGCQCGAVRFHVRG-ALVDASICHCRMCQKAFGAYY
NG = =-ccccccccemcccccccmmana=- MADADKGLPVSCECGYIKFQTPSSKPLGTACCHCTSCRKQSASFF
Rr = =e-cmecccccccccccanaa- MTESSDRAPRLTGGCQCGKVRYALFA - DPQGVHLCHCEMCQRAVGGPF
Congenso C CG CHC CQk ga
Re GSGAIFAKGEVTIEGDRR- - - -AFERDA - AQGRKVRFHFCPNCGTSVYWEGDFNPD - - - - LCGVAVGAFA
M1 GVGAFYPADAVAISGTAK- - - -EFTRDA -ASGGKVHNYLCPACGSTVYWKADRLPS - - - -MIGVAVGALT
Vp GVQAKFDKEQVILDGDTT----NYTRIS-DDGNEVKYEFCPACGTTMRLLLSTAPE----IVVVPVGIFN
Np GMSLTVLRDSVVIVQGKPK- - -AWTRKN - DNGREVNNLFCGDCGTRLFHERTYKTD - - - - TINVKAGTLD
So GAWMDFNVSQVTWLKGNV- - - -TEF - - - -ASSDFVRRGFCAQCGCSLTYRHTEYPD----YLTLTIASFD
Mm LVEPLFDRDDLRVTSGQPA- - -TYRHRSEGSGKPVDLHFCATCGTMLFMTFERFPG- - - -LCGVSAGTLD
Pa HASAIFPEEAVSIEG--~~~=========~ ETRDYAGRFFCPQCGSSVFSRSADE-----~-~- IEVSLGALD
Na TNNAIFRAEDVRIDGELS- - - -TGEWPA-ASGNTLTFSFCPSCGAQIFAQSSARKH----LVTVRIGVID
Rs HASAIFPASAVSVEG--~--========~-= TPSDYKGRAFCPRCGSQLFGRSEDE------- IEINLGALD
Rp ASMAEVAKDNFAWTRGQP----ASF----RSSSVAERDFCKDCGTPLGYRLMFCD- -~~~ SIEILTGTFD
e GALVTVEVGDLTWTRGAP----THF- - - -QSSDQIKRGFCAACGTPLTFEWSDSK------ IDLAVFAFD
Xa APLVSVRGTEFRWTRGEP- - - -KRF - - - -ASSTVVQRGFCADCGTPLTYEAPDG- - -~~~ - ISVAAGAFD
Nc GTSVYFPTSQMFPLPADLESKLSIFTHPTESGNTMHCYFCPKCGVRVFHAGVLPDGNMRPVVAIKGGVIE
Rr AALAPVRVDEFAWTSGRP----AFY----PSSNLAERGFCRDCGTPLSFRYLTGD--- -~ WIDVTLGSLD
Consenso v FC CG 1 v 1
Re D-PA--FPPP----LVSVYEESRHDWLQLPDGMKHAQRGLVSAAAADKEHGNG----------------
Ml D-PK--YPPP- - - -VKSIFEQSKHDWVQIDGAVDHFRQGSGAGKSS -~ -~ =~ =-----cooomoooon
Vp N-TE--FHEP- - - -KVSIYEQRKHGWVSFECTMEHIQ- - -~ === == mccocmocoo oo momo oo
Np D-TS--WLQP----VGNIWTRSAQSWVIISDQLLNYDGQPEDTQPLWEKWKQQHP--------------
So D-PN--LVQP- - - -NYHIYTEQQLSWLKIEDNCQRYPQARTK--=-===========c=e-eoeamumn-
Mm D-PACIEVRPD- -NAKQVFVASARPDAVLLPGLNTFAGPAIRRGRPPAPAACA----============
Pa A-PD--RFQP- - - - TYELWTVRREGWLPAFPLARHYERDREGDG- - - - - RSEE--=====m===ono==
Na T-PN--DLRP- - - -EMAIWTEEAPAWAQIDPRLENYPRQPPPPQAKA - - - - - - - - - --oooooonon
Rs A-PD--LFRP----TYELWTIRRESWLFPFPLAHHYERDRPTAG----- RHEE~-———=-rcsamaawna
Rp R-PD- -RVVP- - - - TMQYGTEARLGWTGTIANLPSKTTLON - YGPDRLAQVFSYQ- - -QPDHD- - - - - -
e/ D-PS--TVEP- - - -GVQLAVEGRPAWMDHLAQMPVRPPMGPGG- - - - - - AVTSRQ- - -HPDHDT- - - - -
Xa T-PE--RLPP--~--HIQYGLDRKLPFVDSLAQLPTRPPEDDRAAAEAFLASVVSRQ- - -HPDHDTAHWPA
Ne¢ SGLDWKEMKPKHIYTRSAVMELPEEWECYETTAPAQYGPAPGDDAKGKETKEE-------~----=-====
Rr T-PD--RVAP----VENFGVESRLSWLDRVVDLPGHETGDY PGGPETLAGLASNQAVPRPSDDE-----
Consenso P W

Figura 15.

Alineamiento de secuencia de proteinas entre el ORF 6 de R. etli y las proteinas
homoélogas encontradas. En letras remarcadas se muestra el consenso de las secuencias
de aminoacidos: en mayusculas corresponden las proteinas conservadas en casi todos
los microorganismos, y en minusculas las proteinas conservadas en varios de ellos.
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Cabe destacar que estas proteinas presentan una serie de cisteinas muy conservadas,
distribuidas filogenéticamente en bacterias, en una cianobacteria y en un eucarionte (véase
la tabla 10 para una mejor explicacion). EI ORF 6 esta truncado, no se conoce el principio

de la secuencia.

Tabla 10.
Caracteristicas importantes de las proteinas conservadas en otros microorganismos que
presentan homologia con el ORF 6.

Ini- | Microorganismo Clasificacién Tamaiio | Homo- | Iden- Numero
cial Taxonémica logia | tidad de acceso
M1 Mesorhizobium o-proteobacteria 138 aa | 59/124 | 80/124 | BAB48938
loti Rhizobiaceae 47% 64%
Vp Vibrio Y-proteobacteria 133aa | 47/122 | 72/122 | BACH61858
parahaemolyticus 38% 59%
Np Nostoc Cianobacteria 150aa | 33/117 | 61/117 | ZP_00111753
puntiforme 28% 52%
So Shewanella Y-proteobacteria 136aa | 38/117 | 57/117 | AANS53959
oneidensis 32% 48%
Mm | Magnetospirillum | o-proteobacteria 156 aa 36/97 | 52/97 | ZP_00048968
magnetotacticum (37%) | (53%)
Pa Pseudomonas Y-proteobacteria 130 aa | 42/123 | 61/123 | AAGO6110
aeruginosa (34%) | (49%)
Na | Novosphingobium | o-proteobacteria 147 aa | 35/123 | 57/123 | ZP_00094944
aromaticivorans (28%) | (46%)
Rs Rhodobacter o-proteobacteria 159 aa | 33/112 | 52/112 | ZP_00006649
sphaeroides (29%) | (46%)
Rp | Rhodopseudomonas | o-proteobacteria 154aa | 35/119 | 51/119 | ZP_00011412
palustris Rhizobiaceae (31%) | (45%)
Ce Caulobacter o-proteobacteria 143aa | 36/113 [ 53/113 [ AAK25645
crescentus (31%) | (46%)
Xa Xanthomonas Y-proteobacteria 157 aa | 35/111 | 47/111 | AAM36436
axonopodis pv. Citri (33%) | (45%)
Nec Neurospora Eucarionte 168 aa 22/83 | 38/83 EAA33327
crassa Fungi (26%) | (45%)
Rr Rhodospirillum a-proteobacteria 161 aa | 36/115 | 48/115 | ZP_00015728
rubrum Rhizobiaceae (31%) | (41%)
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Complementacion genética

La cepa CFN030 fue aislada por presentar un fenotipo resistente a azida de sodio (Az").
El andlisis de la secuencia obtenida revela que el Tn3-mob afecto6 la expresion de un gene.

Se realizo un experimento de complementacion genética con la finalidad de demostrar que
el inserto del plasmido pFV contiene el gene silvestre que fue mutado por el Tn5-mob en la cepa
CFN030. Al realizar este experimento, se esperaba que la introduccion de un plasmido con
dicho gene silvestre en la cepa CFNO030 permitiera la expresion de la proteina alterada, lo cual
se traduciria en restaurar el fenotipo silvestre; esto significa que la cepa complementada
exhibiria un fenotipo sensible a azida de sodio (Az°) como lo hace la cepa CE3.

La complementacion genética fue negativa. Los resultados se resumen en la tabla 11,

y en la siguiente pagina puede observarse el crecimiento de las colonias en caja Petri.

Tabla 11. Resultados de la complementacion genética.
En medio minimo se sembraron las seis cepas
correspondientes, en ausencia y presencia de azida de sodio.
El crecimiento observado va de nulo (-) a excelente (+++).

Cepa de Rhizobium etli AZ | AZ" | AZ"”
CE3 (silvestre) +++ - -
CFNO030 (mutante) +t+t | F | R
CE3 /pRK7813 + = 5
CFN030 / pRK7813 - +++ |
CE3 /pFVRK - -
CFN030 / pFVRK +H+ | -+

No se observé restauracion del fenotipo silvestre, ya que el fenotipo Az" de la cepa
CFNO030 es dominante ain en las cepas que contienen el plasmido pFVRK. La cepa CE3
expresa su fenotipo Az” todo el tiempo, como es de esperarse. Posiblemente el fenotipo Az® de

la cepa CFN030 se deba a la expresion constitutiva de un gene; esto se abordara en la discusion.
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CFNO030 CE3

Complementacion genética de la cepa mutante CFN030

1. Cepas CFN030 y CE3

2. Cepas CFN030/pRK7813 y CE3/pRK7813
3. Cepas CFN030/pFVRK y CE3/pFVRK

4. Cepas CFN030/pFVRK y CE3/pFVRK

5. Cepas CFNO030/pFVRK y CE3/pFVRK

Condiciones de cultivo: MM - AzNa 10 pg/mL / 48 hr / 30°C

La cepa CFNO030 con los plasmidos pFVRK (complemento) y pRK7813
(vector) tiene una resistencia a azida de sodio similar a la de la cepa CFN030
sin plasmidos, lo que demuestra que el fenotipo mutante es dominante ain en
presencia del complemento. La cepa CE3 con los pldsmidos pFVRK y
pRK7813 es tan sensible a azida de sodio como la cepa CE3 sin plasmidos, por
lo que se descarta que la dominancia del fenotipo mutante se deba a la
presencia del vector pRK7813 en el genoma de Rhizobium etli.
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DISCUSION

La cepa CFNO030 de Rhizobium etli, cuya caracterizacion molecular es el tema de
esta tesis, fue obtenida mediante mutagénesis de la cepa CE3 con el transposén TnS5-mob y
seleccionada por su fenotipo resistente a azida de sodio (AZ"). Se decidi6 seleccionarla de esta
manera con base en el razonamiento de que, si se aislaban mutantes de R. ef/i con una expresion
incrementada de las oxidasas terminales, dichas mutantes podrian presentar una mayor fijacion
de nitrégeno (Miranda er al., 1996). La obtencion de la cepa CFN030 y la demostracion de que
su fenotipo Az" se debe a la insercion del Tn5-mob, fueron realizadas por Jorge Membrillo
Hernandez como parte de su tesis profesional (Membrillo, 1991).

La cepa CFNO030 se caracterizé bioquimicamente mediante estudios de espectroscopia y
ensayos de actividad reductora de acetileno (ARA). Presenta actividades respiratorias
aumentadas en cultivos microaerdbicos, expresion derreprimida del citocromo aas; (oxidasa
terminal de vida libre), y expresion de la oxidasa terminal cbbs en la fase post-exponencial del
crecimiento, que no se expresa en la cepa silvestre, excepto durante la simbiosis. Las plantas
inoculadas con la cepa mutante comienzan a fijar nitrogeno dos dias antes que las plantas
inoculadas con la cepa silvestre; también presentan un incremento de 20% en el contenido total
de nitrégeno (Miranda et al., 1996).

Previamente se estudio la transcripcion del operén fixNOQP en la cepa CFNO030,
encontrandose que los niveles de transcripcion son similares a los de la cepa silvestre, por lo que
se concluye que no estd afectada en la expresion de estos genes. Al no estar afectada
la regulacion de fixNOQP también se descartan alteraciones en los genes fixL, fixJ y fixK.
De igual modo, se descartan alteraciones del sistema fnr pues la cepa CFN030 es capaz de
crecer empleando nitrato como aceptor de electrones. Sin embargo, dado que se detecté una
sefial del citocromo cbb; durante la fase estacionaria del crecimiento, es posible que esta cepa
pudiera presentar una alteracion en la biogénesis de los citocromos tipo ¢ (Miranda, 1995).

Mediante una hibridacion tipo Southern se determiné que la bacteria sufri6 la insercion del
tranposén Tn5-mob en un fragmento EcoRI de 5 kb perteneciente al cromosoma (Miranda

et al., 1996).
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Para saber con exactitud cual es el gene o conjunto de genes mutado en la cepa CFN030,
fue clonado el fragmento de tipo silvestre afectado por el TnS-mob, con el fin de obtener
la secuencia nucleotidica de la region y compararla con los bancos de genes. Este trabajo
de clonacién e identificacion ha sido el tema central de esta tesis, y se discutira a continuacion.

Se cloné un fragmento EcoRI que contiene la zona de ADN adyacente a la insercion
del Tn5-mob. Este fragmento EcoRI tiene un tamaifio de 5 kb, y se obtuvo la secuencia
nucleotidica de 1880 pb. Esta secuencia contiene 6 ORFs.

El ORF 1 presenta el motivo Walker A, [GA]XXXXGK[ST] (Walker er al., 1982).
Este motivo ha sido identificado como parte de la estructura primaria del asa-P (P-loop),
un dominio capaz de unir nucleotidos trifosfatados (NTP). La existencia del motivo Walker A
sugiere que el ORF | podria codificar una proteina perteneciente a la familia de NTPasas
descrita por Leipe y colaboradores (Leipe er al., 2002). La funcion del motivo Walker A
es posicionar adecuadamente la parte del trifosfato del nucléotido que se une. Varias proteinas
que unen ATP o GTP presentan el asa P (dominio donde se lleva a cabo la union de grupos
fosfato), cuya estructura primaria consiste en una secuencia rica en glicina, seguida de una lisina
conservada, y una serina o treonina. Esta familia incluye muchas proteinas, como cinasas de
nucleétidos y diversos metabolitos, ATPsintetasas, ATPasas dependientes de acidos nucleicos
como helicasas, transportadores ABC, productos oncogénicos, factores de elongacion y
de traduccion, proteinas G y miosina (Saraste et al., 1990; Krell et al., 1998; Leipe et al., 2002).
En todos los casos hay un residuo conservado de lisina [K], probablemente muy importante para
la conformacion canénica del asa-P. Este residuo puede interactuar directamente con los B- y y-
fosfatos del ATP unido. La amplia distribucion del motivo Walker A en estas proteinas sugiere
que fue un patron antiguo en la evolucion molecular (Milner-White et al., 1991), aunque no
existe un patron universal de asa-P en las proteinas que unen ATP o GTP (Saraste et al., 1990).
Se sabe que algunas de estas moléculas pertenecen a la superfamilia de GHMP cinasas, cuyos
miembros participan en procesos como el metabolismo de aminoacidos, galactosa o mevalonato
(un precursor del colesterol) (Gu er al., 2002), y en procesos de diferenciacion celular de

eucariontes como Caenorhabditis elegans (Luz et al., 2003).



81

El ORF 1 tiene homologia con dos GTPasas funcionales de otros microorganismos (una
shikimato cinasa de Clostridium perfringens y una proteina que une ATP de Bacillus cereus)
y tres proteinas hipotéticas de otros microorganismos, siendo la de mayor similitud una proteina
hipotética de D. radiodurans. L1ama la atencion que en todos los casos, la secuencia incluye una
prolina y una glicina conservadas [G_PG_GK_T]. La shikimato cinasa es una enzima
involucrada en la biosintesis del corismato, un precursor de compuestos aromaticos diversos a
partir de eritrosa-4-fosfato y fosfoenolpiruvato como aminodcidos aromdticos, 4cido
p-aminobenzoico, folatos y quinonas. La biosintesis de corismato es esencial en bacterias, algas,
hongos y plantas superiores (Krell er al., 1998; Daugherty et al., 2001; Gu e al., 2002).

Nuestra secuencia [GFPGVGKLT] es muy parecida tanto a la shikimato cinasa de
C. perfringens [GMPGAGKTT] como a la familia de adenilato cinasas [GXPGXGKGT]
(Saraste ef al., 1990). Existe una divergencia entre la leucina posterior a la glicina de nuestra
secuencia, y el aminoacido posterior a la glicina de otras secuencias (treonina en la shikimato
cinasa, glicina en las adenilato cinasas, serina en las otras proteinas hipotéticas identificadas).
Saraste y colaboradores mencionan que el residuo de glicina subsecuente a la lisina permite
distinguir las adenilato cinasas de otras proteinas con el dominio asa-P, lo que me induce a
especular que este residuo de leucina podria corresponder a la secuencia de una nueva NTPasa.
Sin embargo, haria falta evidencia experimental para demostrar la existencia de esta NTPasa
funcional, asi como para determinar a qué clase pertenece. No parece viable que la insercion del
Tn5-mob haya afectado la expresion del ORF 1, pero en caso de hacerlo, podria alterar una via
metabélica muy importante como el metabolismo de aminoacidos, de azicares, o inclusive
un componente de la cadena respiratoria como las quinonas.

El ORF 6 presenta homologias con un gran numero de proteinas hipotéticas de muchos
microorganismos (varias proteobacterias de las clases o y ¥, una cianobacteria y un hongo).
Todas estas proteinas muestran siete residuos de cisteina conservados, excepto el ORF 6
de Rhizobium etli, que contiene seis residuos de cisteina (4%). No es comin en la naturaleza
encontrar tantos residuos conservados de cisteina, por lo que probablemente estas proteinas
pertenecen a una familia que aun no ha sido caracterizada (J. Miranda, com. pers.). No pueden

elaborarse mas hipétesis al respecto.
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El ORF 2 podria tratarse de un gene tnico, mientras que los ORFs 3/4/5 probablemente
formen un operon. Sin embargo, los cuatro ORFs son de tamaiio pequerfio, por lo que podrian no
existir. E1 ORF principal es el ORF 4, donde se localizo la insercion del Tn5-mob. Los ORFs
3/4/5 (y el ORF 2) carecen de homologia con las bases de datos GenBank y RhizoBase,
incluyendo los genomas de B. japonicum, M. loti y S. meliloti. Con el objeto de poder conocer
su funcién, convendria realizar estudios de mutagénesis individual de cada ORF para saber
cudl(es) es(son) responsable(s) del fenotipo Az®.

Se hizo un estudio de complementacion genética, que consistio en la introduccién de un
pldsmido en la cepa mutante con el fragmento de tipo silvestre que fue mutado, esperando
observar la restauracion del fenotipo silvestre (Azs). El resultado de la complementaciéon fue
negativo, predominando el fenotipo Az" atin en presencia del fragmento clonado. Este fenotipo
dominante podria deberse a la expresion constitutiva del ORF 5.

Recordando que las mutaciones inducidas por TnS-mob pueden presentar polaridad,
se plantean algunas hipotesis para explicar los resultados obtenidos. Supongamos que los
ORFs 3/4/5 forman un operon.

Si la mutacién no es polar, la insercion del transposon solo afectaria la expresion del
OREF 4, por lo que al expresarse este gene nuevamente mediante un plasmido introducido en la
cepa mutante, se formaria la proteina afectada por la mutacion, observando el fenotipo silvestre
(AZ°). Esto no sucede.

Si la mutacién es polar, se afecta la expresion de los ORFs 4/5. Al introducir un plasmido
que expresa nuevamente estos genes, se restablece la expresidon de las proteinas
correspondientes, por lo que se observaria un fenotipo silvestre. Esto tampoco ocurre.

Sin embargo, es posible una tercera hipétesis: que el TnS-mob provoque la expresion
constitutiva de uno o varios genes situados rio abajo del ORF 4, lo cual es consistente con
estudios que muestran que el Tn5 posee un promotor que puede obscurecer los efectos polares
en genes rio abajo (Berg er al., 1980; Clark er al., 1994). Este fenomeno se ha observado en
otras mutantes de R. et/i con Tn5-mob (Miranda et al., 1996; Tabche er al., 1998). La expresion
constitutiva de tal gene podria tener un efecto pleiotropico que repercute en la respiracion y/o

en la FSN. Esta hipotesis es la mds razonable para explicar la ausencia de complementacion

genética.
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Debe aclararse que el aumento en la FSN puede no estar relacionado directamente con un
metabolismo aerébico incrementado por parte de la bacteria. Posteriormente se mencionaran
algunos ejemplos de mutaciones en genes de diferente naturaleza que conducen a alteraciones
de la fijacion de nitrogeno y/o de la respiracion. Aunque se hayan caracterizado los espectros de
la cepa CFN030, no puede concluirse que el aumento en la fijacion de nitrogeno se deba a la
expresion de las oxidasas observadas (cbb; y aa;), pues ya se menciono en la introduccion que
otras oxidasas terminales también estan relacionadas con la simbiosis, como la quinol oxidasa
bd y la quinol oxidasa bb;.

Alin cuando la cepa CFNO030 exprese la oxidasa simbidtica cbb; en la fase
post-exponencial del crecimiento, no se concluye que la mutacion haya afectado la expresion del
operén estructural fixNOQP, dado que tanto la mutante como la silvestre presentan niveles de
expresion similares.

Es posible que la resistencia a azida de sodio esté vinculada con el citocromo bd
(Barquera et al., 1991a; Sharma et al., 1997). El aumento en la FSN podria deberse a una mejor
infeccion inicial de los nodulos gracias a la mayor eficiencia de este citocromo; no obstante,
también es posible que el fenotipo simbidtico no esté ligado a la respiracion bacteriana.

Otra explicacion viable es que se haya alterado una via metabdlica (como la biosintesis de
un aminoécido o de un polisacdrido) que incide de manera directa o indirecta en la nodulacion,
en la fijacion simbidtica de nitrogeno o en la cadena respiratoria. En la literatura existen
ejemplos al respecto, como mutantes auxétrofos de aminoacidos en R. etli que presentan
alteraciones en su nodulacion (Ferraioli et al., 2002), mutantes deficientes en la sintesis de
glucogeno y de poli-B-hidroxibutirato que presentan un fenotipo simbi6tico mejorado (Marroqui
et al., 2001; Cevallos et al., 1996; respectivamente), y una cepa mutante en la biosintesis de
purinas que muestra una relacion entre el metabolismo de estas bases nitrogenadas y la FSN
(Soberon et al., 1999). No estaria de mas estudiar la citologia, histologia y fisiologia de los
bacteroides formados por la cepa CFN030, para determinar si hay cambios en algun proceso
metabolico como la sintesis de polisacéridos. Tampoco se descarta la hipétesis de que la
mutacién induzca efectos colaterales en el metabolismo de la planta, fendmeno observado en la
cepa CFNO037 (Silvente er al., 2002). También es posible que la mutacién haya afectado

algin(os) gene(s) regulador(es) de la FSN, como ntr o syr, por ejemplo.
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Algunos de los microorganismos que mostraron homologias con los ORFs 1/6 son
conocidos por su patogenicidad (Xanthomonas axonopodis pv. citri, Clostridium perfringens,
Bacillus anthracis, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahameolyticus), por su utilidad en
biorremediacion (Pseudomonas aeruginosa, Shewanella oneidensis) o por ser resistentes a
radiaciones (Deinococcus radiodurans, Shewanella oneidensis). Esto sugiere que los ORFs
podrian estar relacionados con un proceso respiratorio (aerobio o anaerobio), o con otro proceso
biolégico como la interaccién hospedero-huésped. Ademds, dos organismos eucariontes
mostraron homologias: el alga Odontella sinensis y el hongo Neurospora crassa, por lo que
el estudio de la cepa CFN030 también podria aportar conocimiento en evolucién molecular,

Se sabe que en especies como Azotobacter vinelandii y Clostridium pasteurianum, la
azida de sodio puede ser reducida a amoniaco y nitrogeno molecular por el complejo
nitrogenasa (Hardy y Knight, 1967). El fenotipo Az® puede funcionar como indicador de una
mayor actividad enzimadtica por parte de la nitrogenasa, independientemente del papel de
la azida como inhibidor de oxidasas terminales. Experimentalmente, se observo que las plantas
inoculadas con la cepa CFN030 presentan mayor actividad reductora de acetileno (ARA)
que las plantas inoculadas con la cepa silvestre (Miranda et al., 1996).

El resultado negativo de la complementacion induce a pensar que el Tn5-mob provoco la
expresion constitutiva de cierto(s) gene(s) desconocido(s), lo que significa alteraciones en otras
vias metabolicas que pueden conducir a un aumento en la fijacion de nitrégeno. La infeccion de
la planta por parte de la bacteria, la formacion de nédulos en las raices y la fijacion simbiética
de nitrégeno efectuada por el bacteroide, son procesos relacionados con diversas funciones
metabolicas, tanto en la bacteria (sintesis de polisacaridos, ciclo de los acidos tricarboxilicos,
cadena de transporte de electrones, fermentaciones, etc.) como en la planta (sintesis de
flavonoides y nodulinas, metabolismo de aminoacidos, fotosintesis, etc.). Podria tratarse de una
via metabolica cuya relacion con la fijacion de nitrogeno no es apreciable facilmente, de manera
analoga a otras cepas mutantes (Miranda-Rios ef al., 1997; Soberon et al., 1999).

Es necesario realizar mas estudios de caracter genético y bioquimico, para elucidar las

causas del fenotipo simbiotico incrementado en la cepa CFN030.



85

En la literatura se encuentra una cantidad enorme de bacterias mutadas que han sido
afectadas en su FSN, y en otros procesos relacionados con ella. A continuacion se presentan
tres ejemplos de bacterias alteradas en su fenotipo simbiotico, cuya importancia se relaciona con
nuestra investigacion.

El primer ejemplo se encuentra en la publicacion de cepas mutantes espontaneas de
Mesorhizobium loti, que fueron aisladas por mostrar una resistencia incrementada a azida de
sodio. Algunas de estas cepas mostraron incrementos en la actividad respiratoria y en la FSN.
Las plantas de Lotus pedunculatus inoculadas con tres mutantes previamente seleccionadas,
presentaron mayor nimero de ndédulos (25 a 37%), mayor ARA (40%), mayor peso seco
(13 a 21%) y mayor contenido total de nitrogeno (15 a 22%) en comparacion con las plantas
inoculadas con la cepa silvestre (Sharma et al., 1997).

Entre estas mutantes destaca la cepa Az9, cuyo fenotipo es muy parecido al de
la cepa CFN030: mayor actividad respiratoria bajo condiciones microaerobicas (TMPD'"),
ARA incrementada en la simbiosis, fenotipo simbiotico mejorado, y elevada resistencia a azida
de sodio.

La cepa Az9 no ha sido caracterizada bioquimica ni molecularmente, lo que limita esta
discusion. Ni siquiera se conoce su perfil de citocromos, y es imposible conocer el gene
afectado por mutaciones espontaneas, a diferencia de las mutaciones hechas con TnS-mob.

Los autores sugieren demostrar una asociacion entre el fenotipo TMPD' " y la expresion de
SfixNOQP. También mencionan que la cepa Az9 podria estar alterada en la expresion del
citocromo tipo d por analogia con el citocromo d en E. coli, lo cual es razonable dado que el
citocromo d en E. coli es resistente a azida de sodio, pero desconocen el papel de esta oxidasa
terminal en las rizobidceas y no explican relacion alguna entre la FSN y el citocromo d.

Seria interesante hacer estudios bioquimicos y genéticos con la cepa Az9, para
compararlos con la cepa CFN030. Un estudio interesante seria determinar el perfil de
citocromos mediante espectroscopia. Otro estudio que convendria realizar seria complementar
dicha cepa con el pFVRK, para saber si estas cepas estan mutadas en el mismo gene o en genes

diferentes.
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El segundo ejemplo se refiere a tres mutantes TnS-mob de Sinorhizobium meliloti
(cepas Tbl, Tb9 y Tb16), que fueron seleccionadas en base a una capacidad incrementada para
reducir el bromuro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTB) a formazan (fenotipo Red'"). El TTB
es reducido por deshidrogenasas generadas mediante el ciclo de Krebs, por lo que se presume
que las mutantes Red"" tienen una actividad respiratoria incrementada.

Las plantas de alfalfa inoculadas con las cepas Tb1, Tb9 y Tb16 tienen aumentos de peso
seco de 70%, 59% y 56%, en comparacion con las plantas inoculadas con la cepa silvestre.
La cepa Tbl tiene una expresion derreprimida del citocromo aa; en la fase estacionaria
del crecimiento. La cepa Tb9 tiene una expresion derreprimida del citocromo cbbs y
una expresion reprimida del citocromo aa;. La cepa Tb16 presenta una expresion derreprimida
de las dos oxidasas terminales aa; y cbbs, caracteristica fenotipica semejante a la cepa CFN030.
La cepa Tb16 también posee un fenotipo simbidtico mejorado, y se encontré que los niveles de
expresion de fixXNOQP son mayores en la cepa Tb16 que en la cepa parental (Yurgel et al.,
1998). Posiblemente este fenotipo simbiotico se debe a una alteracion de la cadena respiratoria,
ya que al haber un incremento en los agentes reductores, la célula podria responder aumentando
su respiracion. Ninguna de las tres cepas ha sido caracterizada a nivel genético o
espectroscopico. La expresion de citocromos de la cepa Tbl6 es similar a la expresion de
citocromos de la cepa CFNO030, pero no se sabe si la mutante Tb16 presente resistencia a azida
de sodio, ademas de que presenta niveles incrementados en la expresion de fixNOQP respecto a
la cepa silvestre S. meliloti CXM1-188 (Yurgel er al., 1998), mientras que en la cepa CFN030 la
transcripcion del operon fixNOQP es igual a la de la cepa silvestre R. etli CE3 (Miranda, 1995).

El tercer ejemplo es la cepa Rhizobium etli CFN037, obtenida mediante mutagénesis con
Tn5-mob y seleccionada por su fenotipp TMPD''. Esta cepa presenta una expresion
derreprimida del citocromo aa; en microaerofilia y del citocromo cbb; en la fase
post-exponencial del crecimiento, una FSN aumentada (las plantas inoculadas con la cepa
CFNO037 contienen 22% mas nitrogeno que las plantas inoculadas con la cepa silvestre), y una
mayor resistencia a azida de sodio, caracteristicas similares al fenotipo de la cepa CFN030
(Miranda er al., 1996). La caracterizacion molecular reveld que la insercion de Tn5-mob ocurrio

en el promotor del operén thiCOGE (encargado de la biosintesis de la vitamina B, o tiamina),
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promoviendo la expresién constitutiva del gene thiC (Miranda-Rios et al., 1997). A partir del
analisis funcional de la regulacion de estos genes, se ha propuesto un interesante modelo de
regulacion post-transcripcional efectuado por una estructura de ARN conservada en numerosos
microorganismos (Miranda-Rios et al., 2001; Stormo y Ji, 2001). La cepa CFN037 es un claro
ejemplo de como el Tn5-mob puede provocar la expresion constitutiva de ciertos genes, y
también ha revelado la participacién de otro metabolito (una vitamina) en la expresién de la
oxidasa cbb; (Miranda-Rios et al., 1997). Se sabe que esta cepa provoca alteraciones en la
asimilacion y transporte de nitrégeno en las plantas inoculadas, pero esto no es un efecto directo
de la respiracion bacteriana (Silvente er al., 2002).

Aunque la cepa CFNO037 tiene caracteristicas fenotipicas similares a las de la cepa
CFNO030, estas cepas no provienen de una mutacién comun. La cepa CFNO037 fue afectada en el
operén thiCOGE localizado en el plasmido simbidtico, mientras que la cepa CFNO30 fue
afectada en el cromosoma.

Los hechos y especulaciones en torno a las cepas CFN030 y CFN037 de Rhizobium etli,
asi como la cepa Az9 de Mesorhizobium loti, sugieren la existencia de varios mecanismos
capaces de provocar resistencia a azida de sodio, con un incremento simultaneo en la FSN.
Estos experimentos demuestran que la resistencia a azida puede utilizarse como una herramienta

genética para aislar bacterias mutantes con una FSN incrementada.
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CONCLUSIONES

La seleccion de mutantes resistentes a azida ha probado ser un método eficiente para

la obtencion de cepas con una capacidad incrementada en la fijacion de nitrogeno.

Se caracterizé a nivel molecular la cepa mutante Rhizobium etli CFN030, que presenta
un fenotipo resistente a azida de sodio, asi como incrementos en su respiracion y en su fijacion
simbidtica de nitrégeno, en comparacién con la cepa silvestre. Esta cepa fue obtenida mediante

mutagénesis de la cepa silvestre CE3 con el transposoén Tn5-mob.

Para caracterizar esta cepa, se cloné un fragmento EcoRI de 5 kb que fue afectado por la

insercion del Tn5-mob. Se obtuvo la secuencia de 1880 bases nucleotidicas de dicho fragmento.

El andlisis de la secuencia obtenida revela 6 ORFs. E1 ORF 1 presenta el motivo Walker A
del dominio asa-P, lo que sugiere que se trata de una proteina capaz de unir nucleodtidos
fosfatados. El ORF 6 presenta homologia con una proteina hipotética conservada en numerosos
microorganismos. Probablemente estas proteinas pertenecen a una familia no caracterizada
todavia. Los ORFs 2/3/4/5 posiblemente son genes nuevos. Probablemente el ORF 2 es un gene
solitario, y los ORFs 3/4/5 podrian formar un operon. La insercion del transposon fue localizada

al principio del ORF 4, entre el primer y segundo codones.

Se hicieron estudios de complementacion genética. El resultado negativo de estos estudios
y la dominancia claramente observada por parte del fenotipo mutante, sugieren que el TnS5-mob

provoco la expresion constitutiva de uno o varios genes.

Un estudio a mayor profundidad de la cepa CFNO30 podria conducir a nuevos

descubrimientos en la genética de bacterias.
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PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

En particular, se necesitan mas experimentos para explicar los hechos observados. A nivel
genético, habria que probar si los ORFs 3/4/5 existen. En caso de existir, habria que determinar
la funcién de las proteinas para las que codifican. Habria que confirmar que los ORFs 3/4/5
formen un operén, por medio de fusiones transcripcionales con el gene reportero lacZ,
y determinar en qué condiciones se expresa este operon (como la concentracion ambiental
de oxigeno y/o nitrogeno, la ausencia de un metabolito, etc). Habria que elaborar mutantes
no polares para saber qué ORF es responsable de cambios en el fenotipo, asi como determinar
si el fenotipo Az® se debe a la represion del ORF 4 o a la desregulacion del ORF 5.
Estas mutaciones no polares podrian llevarse a cabo construyendo cepas mutantes donde se
interrumpa la secuencia de cada ORF con un interposén. Con estos estudios se responderia a la
pregunta: (El fenotipo se debe solo a la inactivacion del ORF 4, o a la expresion de otro ORF?
A nivel bioquimico, podria aclararse la relacion existente entre la resistencia a azida de sodio y
la mayor eficiencia respiratoria y simbidtica, realizando estudios espectroscopicos de mayor
alcance para determinar la expresion de citocromos en las cepas CE3, CFN030, CE3/pFVRK
y CFNO30/pFVRK. Es importante determinar la interrelacion entre la expresion de
las oxidasas terminales, la resistencia a azida y la capacidad simbidtica para fijar el nitrégeno,
distinguiendo en qué grado participan las diferentes oxidasas terminales (citocromo cbbs,
citocromo bd) durante la simbiosis, aunque se trata de relaciones que por afos no han sido bien
entendidas, como puede observarse en la literatura. Para elucidar las alteraciones de la cadena
respiratoria, podrian emplearse otras herramientas ademas de la espectroscopia, como

la influencia de agentes inhibidores diferentes a la azida (por ejemplo, antimicina).
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PERSPECTIVAS GENERALES

Las perspectivas para el estudio de la FSN son amplias, pero de aplicacion mediata.
Cada vez se ha ido encontrando una mayor complejidad en este proceso, lo que hace necesario
caracterizar mas bacterias mutantes, con el fin de aclarar las relaciones existentes entre
la fijacion simbidtica de nitrogeno y otros procesos metabdlicos como la interaccion
bacteria-hospedero o la regulacion que efectian el oxigeno, el nitrogeno, u otros factores,
en plantas y bacterias. La elaboracion de plantas transgénicas ampliard las posibilidades
al permitir hechos novedosos, como la nodulacion de plantas por bacterias extrafias; o mejorar
funciones que aumenten la energia quimica de la planta, como un incremento en la absorcion
de nutrientes, o una mayor eficiencia del reciclado de hidrégeno. La elaboracion de bacterias
recombinantes permitird la expresion de otros genes que también pudieran ayudar a mejorar
la fijacion simbiotica de nitrogeno. Sin embargo, se debe ser realista de que no solo se necesita
un mayor conocimiento a nivel molecular, sino que es necesario realizar estudios de gran
envergadura en otras areas, como la ecologia de suelos. Cada proyecto estarda limitado
por condiciones particulares, como la geografia y ecologia del pais o region, un cuidadoso
disefio para la inoculacion de plantas en el campo, y los factores socioeconémicos y humanos
que determinan aspectos como la inversion en investigacion cientifica, la productividad
del campo, el beneficio de la poblacidn, los habitos de los agricultores, y el efecto de las plantas
transgénicas en la ecologia y la salud. Para realizar todas estas mejoras, son necesarios
proyectos multidisciplinarios a largo plazo. Aun cuando el dia de hoy sea mas barato importar
alimentos, eso provoca depender economicamente de otros paises. Nuestro pais necesita mejorar
su agricultura y reforestar los suelos, lo cual tiene otros efectos benéficos, como la conservacion
de los mantos acuiferos y la proteccion de la erosion. Las bacterias rizobiaceas también pueden
tener aplicaciones antes no pensadas, como generacion de energia eléctrica o biorremediacion
de suelos. La investigacion sobre la fijacion simbidtica de nitrégeno constituye un topico
fundamental para promover el desarrollo sustentable de las naciones, que a su vez requiere
una mayor interaccion entre la ciencia, la industria, la sociedad y el gobierno, tanto a nivel

nacional como internacional.
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