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RESUMEN

La concentracion de O: es un factor ambiental importante en la
regulacion de la expresién de los genes de fijacién de nitrégeno en
Rhizobium. En este trabajo se investigd el efecto de la expresién heterdloga
de la hemoglobina de Vitreoscilla sp., VHb, la cual une el oxigeno de manera
reversible, en Rhizobium etli. El gen vhb se subcloné en un vector de
tansformacion estable, para dar lugar al plasmido pMR4, el cual se expreso
bajo ia accion de su promotor nativo en la cepa CE3 de R. etli. El gen vhb se
expresé en cultivos en vida libre de R. elli CE3/pMR4, lo cual se demostro
por medio de espectros diferenciales de mondxido de carbono vy
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). La sintesis de VHb en
cultivos de vida libre en condiciones limitantes de Oz propiciéd un incremento
en la actividad respiratoria, en el contenido de energia quimica y en la
expresion del gen nifHc. Los bactercides aislados de los ndédulos de frijol
inducidos por ta cepa R. etli CE3/pMR4 expresaron el gen vhb, lo cual se
demostrd por ensayos de hibridacién del tipo “slot blot”, al utilizar como
molde el RNA total de los bactercides. Las plantas de frijol que se
inocularon con A. etli CE3/pMR4 maostraron un incremente en la actividad de
nitrogenasa, 68%, y en el contenido totai de nitrégeno, 14 a 53%, con
respecto a las plantas inoculadas con la cepa A. etli CE3. Estos resultados
nos permiten proponer que la sintesis de VHb en A. efli CE3/pMR4 mejora la
actividad respiratoria tanto en cultivos en vida libre como en simbiosis, lo
que induce una alta fijacion de nitrégeno en las plantas de frijol inoculadas

con esta cepa.
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ABSTRACT

Oxygen concentration is an environmental signal that regulates
nitrogen fixation in the Rhizobium - legume symbiosis. We investigated the
effect of the heterologous expression of Vitreoscilla sp. hemoglobin (VHb),
which is an oxygen-binding protein, in Rhizobium etli The vhb gene and its
native promoter were subcloned in the plasmid pMR4 and transformed into
the AR. etli strain CE3. Free-living cultures of engineered R. etli CES3
expressed the vhb gene, as shown by the CO-difference spectral and sodium
dodecyl sulfate-poliacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analyses of
cell extracts. The expression of vhb in free-living R. etli grown under most
limiting oxygen-concentrations resulted in. an increase in the respiratory
activity, the chemical energy content and expression of the nitrogen-
fixation gene nifHc. Bacteroids isolated from nodules of bean plants
inoculated with the engineered R.etli CE3 expressed the vhb gene, as shown
by BNA slot-blot analysis. Bean plants inoculated with the engineered strain
exhibited higher nitrogenase activity and total nitrogen contents (68% and
14 to 53%, respectively) than the bean plants inoculated with the R. efli
wild type. These results suggest that the synthesis of VHb in engineered R.
etli stimulated the respiratory efficiency of free-living rhizobia, and also
probably of symbiotic bacteroids, thus leading to higher levels of symbiotic

nitrogen fixation.



I. INTRODUCCION
1. La simbiosis Rhizobium-leguminosa.

Las bacterias del género Rhizobium son bacterias Gram-negativas
aerébicas, las cuales pueden desarrollarse en dos habitats distintos. Los
rhizobia son habitantes del suelo, ya que ocupan la rhizosfera con una forma
de vida saprdfita; ademas, pueden vivir como endosimbiontes de los nédulos
en las plantas leguminosas. La interaccion de los rhizobia y las plantas
leguminosas da como resultado la formacidon de un d6rgano nuevo, el nédulo,
en el cual la bacteria es capaz de reducir e! nitrégeno atmosférico, N, hasta
amonio, NH4+.

El No es el elemento mas abundante en la atmdsiera terrestre, ya que
representa el 80% de las gases que la forman, sin embargo, las plantas y los
animales son incapaces de utilizarlo como tal para crecer. La reduccion
biolégica de N atmosférico hasta NHs+ es realizada por organismos
procariontes, y se encuentra tanto en eubacterias como en arqueobacterias
(Young, 1992). Algunos organismos fijadores de N, establecen simbiosis
con las plantas superiores, como es el caso de las bacterias del suelo de los
géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium 'y Azorhizobium, las
cualfes se asocian con plantas de la familia Leguminosae.

La mayor parte del N2 fijado biolégicamente proviene de la asociacion

simbiética que existe entre los rhizobia y las raices de las leguminosas
(Vance y Graham, 1995). Las leguminosas proveen entre 25y 35% de la
proteina mundial. Aproximadamente 250 millones de hectareas alrededor del
mundo se cultivan con leguminosas, las cuales fijan aproximadamente 90 T

N/afio. La cantidad de No que se fija por este medio es impresionante, ya que

3
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resulta de la actividad de sdélo unos cuantos kilogramos del complejo
enzimatico nitrogenasa (Vance, 1996). Para obtener una cantidad equivalente

de No fijado por el método industrial de Haber-Bosch se requeririan 288 T de

combustibles fésiles, con un costo aproximado de 30 billones de ddlares
anuales (Vance, 1996). Por lo tanto, la evidente importancia econémica de
este sistema bioldgico ha impulsado a un gran numero de investigadores a
incorporarse en esta area provocando que las investigaciones en la simbiosis
leguminosa-rhizobia estén mas avanzadas que otros sistemas simbidticos.
El proceso para la fijacion simbidtica de nitrégeno inicia con la
infeccién de las raices de la planta por las bacterias. Este evento biologico
comienza con un intercambio de sehales moleculares que modulan la
respuesta y las condiciones para el inicio de la interaccién entre los
simbiontes (Hirsch, 1992; Schultze et al.,1992). La sefial molecuiar de
Rhizobium, que juega un papel fundamental en la induccién de la etapas
iniciales de la nodulacién, son los fipo-ofigosacaridos y se conocen como los
Factores Nod, o factores de nodulacion (Spaink y Lugtenberg, 1994). Los
genes bacterianos involucrados en la sintesis de los factores de nodulacion
son los genes nod (nodulacién). Estos genes no se expresan en vida libre con
excepcion de nodD, el cual se expresa de manera constitutiva. La proteina
NodD tiene la capacidad de reconocer y, posteriormente, unir flavonoides
espéciﬂcos que son secretados por las raices de la planta huésped (Goethals
et al.,1992). Una vez que se une al flavonoide, NodD se convierte en el
activador transcripcional de los demas genes nod (Fisher y Long, 1992), los
cuales codifican para las enzimas involucradas en la sintesis del factor Nod.
Posteriormente los rhizobia se adhieren a los pelos radicales de la planta,
los cuales se deforman permitiendo que la bacteria penetre en la planta a
través del llamado “hilo de infeccién”. De manera simultdnea a este proceso,




las células corticales se vuelven mitdticamente activas, lo que da lugar al
primordio del nédulo. El hilo de infeccién se desarrolla hasta el primordio
del nédulo, en donde las bacterias se liberan en el citosol de las células de la
raiz. Estas bacterias son rodeadas por una membrana de origen vegetal,
denominada membrana peribacterocidal (MPB). El primordio de nddulo sigue su
desarrollo hasta convertirse en un nédulo maduro, en donde la bacteria se
diferencia a su forma endosimbidtica, a la cual se conoce como bactercide.
Durante este proceso Rhizobium sufre un cambio tanto fisiolégico como
morfoldogico, que es el resultado del cambio de un ambiente aerdbico a uno

microaerébico en donde la baja disponibilidad del Oo altera su metabolismo

global. En la tabla 1 se muestran algunos procesos metabdlicos que se
modifican durante la diferenciacién de los rhizobia en bacteroides. A los
bacteroides junto con la membrana peribacteroidal que los engloba, se les

conoce como simbiosomas. En esta etapa la bacteria inicia la sintesis de la

nitrogenasa, la cual cataliza la reduccién del N2 atmosférico en NH,*, el

cual se utiliza para el metabolismo de la bacteria, y el excedente se exponrta
hacia la planta.

Los eventos anteriores varian con el tipo de nodulo de que se trate, es
decir, en los indeterminados o determinados (Fig. 1). Los nédulos de tipo
indeterminado presentan una forma cilindrica, un meristemo persistente y la
divisién celular se inicia en la corteza interna de la raiz. Estos ndédulos son
caracteristicos de las plantas de regiones templadas, como la alfalfa, el
trebol y el chicharo y los productos de aminaciéon primaria son las amidas.
Los nodulos determinados tienen una forma esférica, su meristemo tiene una
actividad finita y la divisién celular se inicia en la corteza externa aunque

cesa durante el desarrollo del néduio (Hirsch. 1992).
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Tabla 1. Camblos -metabdélicos durante la diferenciacién de Rhizoblum en vida libre

a bacterolde (Tomado de Werner, 1992)

Proceso Metabélico

Cambio en el Bacteroide

Divisién Celular

Viabilidad

Capacidad Osmdtica

Produccién de Exopolisacaridos

Meatabolismo de Carbono

Cadenas Respiratorias

Actividad de Nitrogenasa

Ausente
Reducida
Aumentada
Reducida

*Acumulacién de
poli-B-hidroxibutirato (PHB)

Oxidasas terminales con alta
afinidad por O

10% de la proteina soluble

*No en todas las especies

La forma final de estos nddulos resulta del aumento en el tamano de las
céiulas. Los nédulos determinados son caracteristicos de plantas de regiones
subtropicales y tropicales, como el frijol y la soya, y los productos de
aminaciéon primaria son los ureidos (Hirsch, 1992). En la zona interna del
nodulo determinado se han identificado dos tipos celulares, las células
infectadas y las no infectadas, cada una con funciones especificas (Fig. 1).
Las etapas en la formacién del nédulo se caracterizan por la expresion
de genes “nddulo-especificos” por parte de la planta, los cuales codifican
para proteinas vegetales que se conocen como “nodulinas”. Las nodulinas
que se expresan durante la formacién del nédulo se llaman nodulinas

tempranas, y participan en el proceso de infeccién y desarrollo del nédulo.
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Figura 1. Esquema de un nédulo indeterminado (A)
y uno determinado (B).
1, Corteza del nédulo. 2, Endodérmis. 3, Haz vascular. 4, Parénquima.
5, Capa limite. 6, Tejido central. 7, Epidérmis de la raiz. 8, Corteza.
g, Endodérmis. 10, Cilindro central de la raiz.
a, zona. meristematica; b, zona de infeccion; c, interzona; d, zona
de fijacién de nitrégeno; e, zona senescente; f, células infectadas;
g, células no infectadas (tomado de Franssen ef al,, 1992).

El producto de los genes de nodulinas que se expresan durante el

proceso de fijacion de N2 se llaman nodulinas tardias, las cuales estan

involucradas en la interaccién de la célula vegetal con el endosimbionte, asi
como en la especializacion metabdlica del nédulo (Nap y Bisseling, 1990;
Sanchez et al.,,1991; de Brijn y Schell, 1992). En esta etapa de la simbiosis
la nitrogenasa se sintetiza en los bacteroides e inicia la fijacion de No.



2. El Oo y la fijacion de nitrégeno.
Se ha considerado que el Op es un factor que activa la fijacion
simbiotica de nitrégeno. La concentracion de Oo es un factor importante que

regula las dos vias metabdlicas principales de los rhizobia en el estado

simbiotico: la respiracion y la fijacién de No.

Una de las caracteristicas mas notables de la fijacion biolégica de N2
es su sensibilidad por el O2. La nitrogenasa, el complejo enzimatico que
cataliza la reduccion del N, atmosférico en NH4+, se inactiva rapida e
irreversiblemente al exponerla al O2. De aqui que la fijacion de N, y el O»
sean incompatibles. Por otra parte, el O, es esencial para la supervivencia

de los diazédtrofos que son aerobios estrictos, como es el caso de Rhizobium.
En la raiz, el ndodulo de la planta provee al simbionte bacteriano de un

ambiente en donde tendra un flujo de O para la respiracién del bacteroide,
asi como una baja tension de O»p para prevenir la inactivacion de la

nitrogenasa. Lo anterior es posible a través de dos mecanismos: i) la

formacion de una barrera fisica al paso del O»p, y ii) la expresion de una

hemoproteina acarreadora de O, la leghemoglobina (Lb).

2.1. Control de la concentracion de Oo en el nddulo:

la barrera fisica para la difusion de oxigeno dentro del nddulo.
Ei macrosimbionte participa en la regulacién de la concentracién de Oo

al establecer una barrera fisica para la difusién de O2 en el nédulo. El nédulo

es una estructura especializada que se deriva de la células de la corteza. En

este drgano el O, penetra por difusion. En los nédulos de las leguminosas la



diferencia de concentracion entre e! O, externo y el O, de las células

infectadas es muy grande: en los ndédulos determinados de soya la

concentracion de O, en ta zona central del nddulo es entre 3 y 30 nM  en

comparacion con 260 pM en la rhizosfera, lo que corresponde a cuatro
ordenes de magnitud menor en el interior que en el exterior del nddulo

(Layzell y Hunt, 1990). Esta diferencia se debe a la alta tasa de respiracién

dentro del nédulo con el consecuente consumo de Ogp, asi como a la presencia

de una barrera a la difusion de los gases que se sitda en la corteza interna de
los ndédulos. La evidencia que indica la existencia de una barrera de difusion
en las células corticales se presentdé por primera vez por Tjepkema y Yocum
(1974), quienes insertaron un microelectrodo para medir la concentracion

de O2 dentro de los nédulos de [a soya, y observaron que la concentraciéon de
O- se abate drasticamente en la region de la corteza interna (Fig. 2). Dentro
de la zona central del nddulo la concentraciéon de O2 estuvo por debajo del

limite de deteccidn del electrodo. En los nddulos de chicharo se obtuvieron
resultados simitares (Witty et al.,1987). Se sabe que ia cornteza interna del
nédulo estd constituida de 1 a 5 estratos de células con pared celular
delgada, que aparentemente carecen de espacigs intercelulares, a las cuales
se les llama los "estratos limitantes” (Atkins et al,1993) (Fig. 1). La

barrera de difusion al O2 en los nédulos no es estatica, pues se ha observado

que responde a diferentes condiciones ambientales que pudieran inactivar de
manera directa o indirecta a la nitrogenasa (Layzell et al.,1993). Los
mecanismos por los cuales se regula la permeabilidad al O2 han sido objeto

de muchos estudios que han permitido establecer el posible mecanismo de

acciéon de la barrera fisica de difusién al O2.
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Figura 2. Concentracion de oxigeno en las diferentes capas celulares
dentro de un nédulo determinado (en Witty et al., 1987)

Cuando las raices noduladas de soya se exponen a bajas o altas
concentraciones de Og por largos periodos, los nédulos que se desarrollan
presentan una estructura diferente (Parsons y Day, 1990; Dakora y Atkins,
1991). En bajas tensiones de O, se desarrollan lenticelas en la superficie del
ndédulo y se forman espacios intercelulares relativamente grandes en la

corteza interna del nédulo. Por otra parte, en nédulos que se someten a
tensiones aitas de O;, el desarrollo de lenticelas es casi nulo, y la corteza
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interna forma capas de células pequefias fuertemente empacadas (Layzell et
al.,1993). De igual forma se reporté que en los nédulos que se desarrollan a
una concentracion de O, del 40% hubo un incremento en el nivel de expresion
de una glicoproteina intercelular. Se ha propuesto que esta glicoproteina

actia directamente en la oclusion de los espacios intercelulares (lannetta
et al.,1993).

En el caso de los nodulos indeterminados, Soupéne et al, (1995)
demostraron que existe una disminucién gradual de la concentracién de O2
desde el apice hacia la interzona Il y lll. Este patrén de concentacion de O2
varia cuando la medicién se realiza lateralmente en el nédulo, ya que existe

una disminucién dramatica en la concentracién de Oo, al variar de 250 a

1 WM. Este cambio tiene lugar por debajo de la endodérmis, y se cree que la

disminucién en la concentracién de O, se debe a la presencia de una barrera
en la difusién del O2. Es claro que esta barrera no existe al nivel del apice
de los nédulos de alfalfa y que el O2 puede difundir pasivamente desde el

exterior hacia la interzona II-{ll, que es en donde inicia la restriccion al

paso del Oo (Soupéne et al.,1995).

Recientemente, Wycoff et al. (1998) reportaron que en los nédulos de

alfalfa que se desarrollaron en diferentes concentraciones de O2 (8, 20 y

50%) no existen diferencias significativas con respecto a la actividad
nitrogenasa y la tasa de respiracién de dichos nddulos. Ademas, se detectd la
presencia de una glicoproteina similar a la reportada en los nédulos del
lupino (lanneta et al., 1993). Los datos anteriores permiten suponer que la
proteccién de la nitrogenasa por accién de la barrera fisica es lo
suficientemente efectiva para evitar su inactivacion, y que bajo condiciones

11



normales la fijacion de No en los ndédulos estaria limitada por la difusion

de! oxigeno hacia el bacteroide.

2.2. La nitrogenasa: sensibilidad por Op.

La nitrogenasa es la unica enzima que se conoce que es capaz de

reducir el No atmosférico. Lo que se conoce como nitrogenasa €s un

compiejo enzimatico formado por dos componentes protéicos: la proteina
fierro, o Fe-proteina, y la proteina fierro-molibdeno, o FeMo-proteina, las
cuales actian en conjunto y son las responsables de la reducciéon del No
atmosférico en amonio. La reduccién catalitica del N» por medio de la
nitrogenasa comprende a la siguiente serie de reacciones: (i) la reduccién de
la Fe-proteina por acarreadores de electrones, como las flavodoxinas o
ferredoxinas; (ii) la transferencia dependiente de ATP de un electrén de la
Fe-proteina a la FeMo-proteina, lo que requiere de la hidrélisis de dos
moléculas de ATP por cada electrén que se transfiere; vy, (iii) La

transferencia de un electréon y un protén al substrato, el cual estd unido al

cofactor FeMo de la FeMo-proteina. Después de la reduccién del No a NH4+,'eI

complejo nitrogenasa se disocia en la Fe proteina y la FeMo-proteina, el ADP
se disocia y la Fe-proteina adquiere su conformacién inicial, lo que le
permite recibir otro electrén y unir otra molécula de ATP para iniciar el
ciclo nuevamente. Este ciclo se lleva a cabo ocho veces para que la

FeMo-proteina tenga los electrones suficientes para la reducciéon de 1 mol de

No hasta 1 mol de NHgt.

La reduccién catalitica del dinitrégeno se indica en la siguiente

ecuacion:
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No + 8e- + 8H* + 16ATP -—---> 2NHg + H, + 16ADP + 16Pi

La reacciéon requiere de una fuente de electrones y estd acompariada por la
hidrélisis del ATP a ADP y Pi. Como se puede observar, se requieren 16
moléculas de ATP por cada molécula de No que se fija (Van Kamen, 1995).

La nitrogenasa puede fijar otros sustratos distintos al Ny que
frecuentemente son moléculas pequefias que contienen un triple enlace. Por
ejemplo, esta enzima puede catalizar la reduccién de Aacido cianhidrico,

azidas, dxidos nitrosos y acetileno, entre otros. El acetileno es reducido a

etileno, y esta reduccion ha sido la base para los ensayos bioldgicos de la
fijacién de No (Gallon, 1992).

Como se mencioné con anterioridad, una caracteristica de la fijacion
biolégica de Np es ser un proceso altamente sensible al Oo. El complejo

enzimatico nitrogenasa en la forma pura se inactiva rapidamente y de

manera irreversible al ser expuesto al O, En condiciones in vitro, tanto la
Fe-proteina como la FeMo-proteina se inactivan por el O,; la Fe-proteina es
mucho mas sensible al Oo que la FeMo-proteina cuyas vidas medias de

inactivaciéon son 30 s y 8 min, respectivamente (Batut y Boistard, 1994). En

el caso de la FeMo-proteina, el O, provoca un cambio en los estados de

oxidaciéon de los centros de Fe, y después de una exposiciéon profongada la
proteina pierde los centros metélicos de Fe, Mo y S (Gallon, 1992).

Por otra parte, en condiciones in vivo los microorganismos fijadores
de No presentan una amplia variacion a la sensibilidad por el O2, y esto

también se da particularmente entre los rhizobia. En los organismos

aerobios, como Rhizobium, la presencia de Oz es importante ya que estimula

la fosforilacién oxidativa, y por lo tanto la generacién de ATP para la
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sintesis y el funcionamiento de la nitrogenasa. Sin embargo, la
concentracion de O» disuelto que inactiva a la nitrogenasa difiere entre los
rhizobia. Azorhizobium caulinodans tiene una alta actividad nitrogenasa en
cultivos cuando crece en 2 uM de O, (Dreyfus et al.,1983), mientras que los
bacteroides de Bradyrhizobium japonicum no presentan actividad nitrogenasa
en esta concentracién de O,. Por otra parte, los bacteroides aislados de
nédulos de lupino presentan actividad nitrogenasa cuando se aislan a partir
de los nédulos en condiciones aerdbicas. Sin embargo, en los bacteroides de
soya aislados de igual forma la actividad nitrogenasa se pierde de manera
irreversible (Appleby, 1984). Los bacteroides de R. leguminosarum tienen una
actividad nitrogenasa éptima a una concentracion de O, de 800 nM (Laane et
al.,1978), mientras que los bacteroides de B. japonicum no son activos en

esta concentracién de Qo, va que la actividad maxima de la nitrogenasa se

presenta en concentraciones de O, que son cercanas a los 100 nM.

2.3. La leghemoglobina y el transporte de O2 al bacteroide.

Se ha propuesto que después de difundir a través de la barrera cortical
el Oo entra en los espacios intercelulares de la zona central del nédulo, lo

que le permite difundir rapidamente hacia la superficie de las céluias
infectadas. Por lo tanto, es probable que exista un gradiente de O,

insignificante entre la corteza y la superficie de las células infectadas.
Esto daria como resultado un gradiente muy bajo entre la concentracidon de
O, en la superficie de la célula infectada con respecto a la concentracion de

O, en las bacterias que se localizan en estas células. Los modelos
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matematicos propuestos por Hunt et al. (1987) y Sheeby y Bergersen (1987)
mostraron que este gradiente no seria lo suficientemente fuerte para

proveer el flujo de O, que es necesario para la actividad respiratoria de las

células bacterianas. Para superar esta limitacién en la planta se sintetiza

una proteina que une Op, la feghemogiobina (Lb), cuya funcidn principal es
facilitar la difusion del O» hacia tos bacteroides (Appleby, 1984).

La Lb es una hemoproteina monomérica de peso molecular entre 13 y
20 KD (Fig. 3). A esta proteina se le conoce como leghemoglobina por haberse
encontrado por primera vez en los nddulos de la soya (Kubo, 1939) en donde
representa del 20 al 30% del total de la proteina soluble del nédulo
(Bergersen, 1982). ,

Una caracteristica particular de las hemoglobinas (Hbs), que incluye a
la mioglobina muscular y Lbs de los nédulos de especies leguminosas, es la

capacidad para unir el O2 de manera reversible. Todas las Hbs son proteinas

globulares formadas por siete u ocho hélices alfa que se denominan con las
letras A a la H. Las Hbs contienen en su estructura un grupo hemo como
grupo prostético, el cual es un anillo tetrapirrélico que coordina a un atomo
de Fe. El grupo hemo se localiza entre ias hélices E y F de las globinas (Fig.
3). Las hélices E y F de las Hbs forman una hendidura que se conoce como el
“empaque del hemo”, que es lo suficientemente grande y flexible para
permitir la coordinacién del Fe del grupo hemo. El atomo de Fe del grupo
hemo estd coordinado con los cuatro nitrégenos del anillo tetrapirrélico, vy
en la quinta posicion estd coordinado con la histidina proximal que se ubica

en la hélice F (Fig. 4). El centro de unién del O2 se encuentra en la sexta

posicidon de coordinacién. En la hélice E se ubica la histidina distal que no se
une al Fe, pero que participa en la captacién de los ligandos por su gran
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movilidad (Fig. 4) (Appleby, 1992).

Grupo
Hemga

Figura 3. Estructura terciaria de la Lb de

soya. Las hélices alfa se indican con las

letras A a la H, Tomada de la pagina
electrénica:

http://bmbsgi11.leeds.ac.uk/promise/GLOBINS .html

His F8

Figura 4. Vista estereoscépica del grupo hemo de una hemoglobina y
sitio de unién al O, (tomado de Appleby 1992).
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La union del Os a la Hb se presenta cuando el Fe del hemo se encuentra

en la forma ferrosa, Fe2+, y la localizacién del hemo en el ambiente
hidrofébico de la hendidura que forman las hélices E y F, ayuda a que la
oxidacion de Fe2+ a la forma férrica, Fe3+, sea minima.

La Lb tiene una afinidad alta por el O2 lo cual resulta de una constante de

asociacién rapida, y una constante de disociacion moderadamente lenta
(Gibson et al.,1989). La Lb de la soya tiene una constante de asociacion de
120 pM-1 s-1 y una constante de disociacién de 5.6 s-1, 1o que da como

resultado una constante de afinidad de 21.4 pM. Por su parte, la mioglobina

del esperma de ballena tiene una afinidad baja por el O,, 1.9 yM, casi 10

veces menor que la Lba de la soya, ya que la constante de asociacion es de
19 uM-1 s-1, vy la constante de disociacion es de10 s-1, En la tabla 2 se
presentan las constantes cinéticas y la afinidad por O2 de diferentes
hemoglobinas.

En el pasado se propuso que la apolb era codificada por el genoma _de
la planta, mientras que el hemo de la Lb era sintetizado por el simbionte
bacteriano (Cutting y Schulman, 1969). Sin embargo, los resultados de
trabajos recientes permitieron conciuir que el hemo de la Lb se sintetiza por
la planta (O'Brian, 1996; Santana et al., 1998). Las Hbs, incluyendo a la Lb,
citocromos del tipo b, catalasas y peroxidasas presentan un protohemo IX
como grupo prostético. El protohemo 1X se sintetiza a partir del acido 3§-
aminolevulinico, ALA, que es el precursor universal de [os tetrapirroles a
través de 7 reacciones enzimaticas sucesivas. ALA sintasa y la via Cg son

las rutas involucradas en la formacién de ALA (Jahn et al, 1991). La sintesis
de ALA, dependiente del glutamato, por la via Cg es un proceso de tres
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etapas que involucra la participacién de un RNA; en un contexto poco usual

(Fig. 5) (Jahn et al,1991) .

Tabla 2. Constantes cinéticas y afinidad por el O, de algunas hemoglobinas.

Proteina Kon 2K off 3Kp Referencia

(UM-1s-1) (s-1) (uM)
Mb del espermade ballena 19 10 1.9 Appleby (1992)
Hb de Vitreoscilla 78 5600 0.0139  Webster (1988)
Leghemoglobina de la soya 120 5.6 21.4 Appleby (1992)
Hb de Parasponia 165 15 | 11 Bogusz, et al. (1988)
Hb de cebada 9.5 0.027 351.8 Duff, et al. (1997)
AHb1 de Arabidopsis 75 .12 625 Trevaskis et al. (1997)
AHb2 de Arabidopsis 1.07 0.14 7.64 Trevaskis et al. (1997)
Hb1 dei arroz 68 0.038 1789.4  Arredondo-Peter ef al. (1997)
Hb de Ascaris 1.5 0.004 375 Goldberg (1995)

1Kon s la constante de asociacién al Oo.
2Koff es la constante de disociacién del Oo.

3Ky es la constante de afinidad de la Hb por el Op. Kg= Kop / Koff

Por otra parte, se sabe que la expresion de los genes /b no sélo son
inducidos de manera érgano especifica, sino que también se expresan con una
secuencia determinada en diferentes tiempos después de la infeccién por
Rhizobium,
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ViaC 5 ALA Sintasa
! COOH cooH COOH | coon | COOH :
: CHy (s} CHa {b) CH; (c) ! CHp ! CooH CH, :
i CHy — - CH; 2 — | CH, i\ = CH.,NH, &+ CHa ;
! CHNH, CHNH,  ~—~ CHNH, 1 C=e ! e CO-CoA !
: i ALA :
:Glutamato  Glutamil-RNA t Gilutamato-1 E Glicina  Succinil-CoA
: Semialdehido | : :
ALA | deshidratasa " H
A
AH =y 2\ pH
B o o {
/_@ Porfobilindgeno . 0 .
esaminasa PH/ AH  [Uroporfirindgeno 1l
HzN H % o cosinlasa
Porfobilinégeno Hidroximetilbilano

Me

\Vitamina
B

H : _
Protoporfirinégeno 1X Coproporfirindgeno IH Uroporfirinégeno I

Protoporfirindégeno 1X
oxidasa

Bilirrubinas

Protoporfirinégeno IX Protohemo

Clorofila

Figura 5. (A) Sintesis del acido -aminolevulinico (ALA) por la via C5 y ALA
sintasa. (B) Via biosintética del hemo a partir del precursor universal de los
tetrapirroles ALA. Abrev. Me, metil; A, acetil; P, propionil; V, vinil.
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Las funciones que se han asignado a la Lb son dos: (i) facilitar la
difusion del O hacia los bacteroides, y (ii) mantener una reserva de Op, 0
amortiguar la concentracién de O, dentro del nédule (Layzell y Hunt, 1990).

El trabajo realizado por Wittenberg (1974) fue clave para entender la
funcion de la Lb. Este autor encontré que la adicion de Lb a los bacteroides
que se habian aislado de la soya resulté en un incremento de 10 veces en la
actividad de la nitrogenasa. Melik-Sarkisyan et al. (1976) y Bashirova et al.
(1978) obtuvieron resultados similares al adicionar Lb a bacteroides de
Bradyrhizobium lupini. Por lo tanto, se ha postulado que la Lb transpona el

O, a los bacteroides por medio de difusion facilitada. Para que esto pueda
llevarse a cabo la Lb debe (i) tener una afinidad alta por el Op, (ii)
encontrarse en altas concentraciones en el nédulo, y (iii) los bacteroides
deben consumir rapidamente el O, transportado por la Lb. Se cree que la

difusién facilitada de! O, por la Lb ocurre como sigue: la forma ferrosa de
Lb, Lb2+, tiene una afinidad muy alta por el O,, por lo que basta una
concentracion de O, disuelto en el citoplasma de tan s6lo 48 nM para que el
50% de la Lb se encuentre oxigenada, como LbO,. Por otra parte, para que la
LbO, pueda ceder el O, a la cadena respiratoria de los bacteroides, la
afinidad de la oxidasa bacteroidal por el O, tiene que ser superior en unas

10 veces a la afinidad de la Lb por el O (Becana, 1995). Asi pues, {a LbOj

difunde hacia la superficie de la membrana peribacteroidal por un gradiente
de concentracion, en donde el Oo serd liberado para la respiracién del

bacteroide. La Lb desoxigenada difundird por un gradiente de concentracion
de regreso a la superficie de la célula (Layzell y Hunt, 1990). La sintesis de
Lb precede el inicio de la fijacion de No (Batut y Boistard, 1994} y el
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contenido de Lb en los noédulos de las leguminosas se correlaciona
directamente con la capacidad para fijar No (Appleby, 1984).

2.4. Regulacién por Oy de los genes nif/fix en Rhizobium,
El complejo enzimético nitrogenasa es sensible al O y se inactiva de

manera irreversible por la presencia de este elemento. Sin embargo, la
actividad de esta enzima requiefe de una gran cantidad de ATP, el cual
proviene de la fosforilacién oxidativa durante el proceso de respiracion
aerébica del bacteroide. Lo anterior indica que dentro del nédulo se requiere

una concentracion baja de Og2, para la fijacion de No, pero también es
necesario el flujo de Oo para la respiracion de la bacteria. A esto se le
conoce como "la paradoja del Oo" (Appleby, 1984). Sin embargo, esta

paradoja aparente se resuelve con la participacion de ambos simbiontes.
Existen genes bacterianos que participan en el establecimiento de la
simbiosis, entre éstos se incluyen lo genes de nodulacién, nod, y de fijacion

de No, nif y fix. Los genes nify fix se expresan en las ultimas etapas del

desarrollo de! nédulo (Long, 1989). Los genes nif rhizobiales son homologos a
los genes nif de Klebsiella pneumoniae, y se cree que estos genes tienen la
misma funcién en ambos organismos. Por otra parte, los genes fix no
presentan una contraparte en K. pneumoniae, y son esenciales en la fijacion

de No. La tabla 3, muestra los genes nify fix identificados en rhizobia y la

funcién que se conoce, o se ha propuesto, para estos genes.
La activacion de la transcripcion de los genes nify fix en Rhizobium se

realiza en concentraciones bajas de Os. Bajo estas condiciones se expresan
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Tabla 3. Genes nify fix identificados en Rhizoblaceae

(tomado de Fischer,

1994)

Gen

Producto y/o funcién

Sm

Bj

Ac

Genes nif

nifH

Proteina Fe de la nitrogenasa.

nifD

Subunidad o de la proteina FeMo de la nitrogenasa.

nifk

Subunidad B de la proteina FeMo de la nitrogenasa.

nifE

Biosintesis del gofactor FeMo.

nitN

Biosintesis del cofactor FeMo.

nifB

Biosintesis del cofactor FeMo.

nifs

Activacién de S para la biosintesis de centros matélicos.

niflv

Funcién desconoccida. Se requiere para la actividad de la

proteina FeMo,

nifX

Funcién desconocida,

nifA Regulador positivo de los genes nify fix. . . .

Genes fix

fixABCX | Funcidn desconocida., Necesario para la funcion de ta |- . .
nitrogenasa. FixX similar a ferredoxinas.

ixNOQP | Oxidasa terminal simbidtica. * . .

fixGHIS Bomba de protones acoplada a los procesos redox. ] . .

fixL/J Regulador de dos componentes. Dependiente de Oo. . .

Regulador positivo de fixNOQP.

=g L

Abreviaciones: Sm, Sinorhizobium meliloti; B, Bradyrhizobium japonicumn; Ac, Azorhizobium caulinodans E

Funcién desconocida. No es escencial para la fijacion de

nitrégeno.
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en la bacteria cadenas de transporte de electrones alternas, cuyas oxidasas

terminales tienen una afinidad muy alta por el Oa.

La expresién de los genes nif y fix, incluyendo los genes estructurales
de la nitrogenasa, se pueden inducir ex planta bajo condiciones de
microaerobiosis (Ditta et al.,, 1987; Valderrama et al.,1996). Ditta et al
(1987) demostraron que la expresién méxima de nifA en cultivos de R.

meliloti se presenta cuando la concentracién de Op es cercana al 1%. De

manera similar, la expresién de fixK, fixNOQP de R. meliloti y nifH de R. etli
se inducen ex planta bajo condiciones de microaerobiosis (David et al.,1988;
Batut ef al.,1989; Valderrama et af.,1996). La induccidn de la expresion de

los genes nify fix a bajas concentraciones de Op tliene importancia

fisioloégica, ya que dentro del nédulo existen condiciones ambientales de baja

tension de O,, lo que previene la inactivacion de la nitrogenasa (Monson et

al.,1993).

lLos elementos que conforman el esquema de regulacion de la expresién
de los genes nif en rhizobiaceas se obtuvo a partir del estudio de bacterias
de los generos Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Rhizobium y Azorhizobium.
Aunque los sistemas son similares en los mecanismos generales, también
presentan algunas diferencias (Monson et al.,,1993). Las condiciones de
microaerobiosis son esenciales para la transcripcion de los genes nif
rhizobiales. Sin embargo, por largo tiempo se ha debatido si la reducion de la
concentraciéon de Oo es el Onico . tactor que regula la induccién de la

expresién de los genes nif.
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En tos nodulos de la alfalfa inmersos en agar, donde disminuye la

concentracién de Op, la expresidon de los genes nif se induce en fjas zonas
jévenes del nodulo, presentdndose la fijacion de No en la zona de prefijacion

(Soupéne et al,1995). Ademas, se encontré que la expresion simbidtica de

los genes de fijacion de No en R. meliloti es independiente del No disponible

en las células bacterianas (David et al.,1988). Al igual que en Klebsiella
pneumoniae, la expresion de los genes nif en Rhizobium es dependiente de la
presencia de las proteinas RpoN y NifA (Merrick, 1992). Sin embargo, los
efectores del sistema regulador parecen ser diferentes. En Rhizobium la

transcripcién  de fos genes nif responde sélamente a la concentracion de Op

disuelto, y es insensible a la disponibilidad de fuentes de nitrégeno
combinado (Ditta et al,1980). Estos resultados permiten establecer que
durante el proceso de fijacidn simbidtica de nitrégeno la concentracion de

Oo es la sedal principal de regulacién para la transcripcion de los genes nif.

En R. meliloti los genesfixL y fixJ son los responsables de actuar como
sensores de O,, y de transmitir la sefal al interior de la célula. Los
productos de estos genes, FixL y FixJ, pertenecen a un grupo de protein'as
reguladoras que se llaman sistemas reguladores de dos componentes (David
et al.,1988). Los sistemas de dos componentes consisten de una proteina que
actia como sensor, con la cual FixL es homdloga, y una proteina reguladora
de la respuesta, con la cual FixJ tiene homologia. Con base en la similitud de
FixL y FixJ con los sistemas reguladores de dos componentes se propuso un
modelo de regulacién en cascada de los genes nify fix (David et al,1988).

FixL es una hemoproteina que actia como sensor de la concentracion de O

(Gilles-Gonzalez et al.,1991), y esta proteina responde a la sefial activadora
al autofosforilarse. Por otra parte, FixJ se activa por la transferencia de un
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fosfato que proviene de FixL. Una vez activado, FixJ promueve la
transcripcion de los genes nifA y fixK, cuyos productos proteicos se
convierten en activadores transcripcionales de al menos 14 genes nify fix
(Szeto et al,1987; Aguilar et al.,1987; Batut et al.,1989; Fisher, 1994).

En todas las cepas de Rhizobium etli (anteriormente Rhizobium
phaseoli) caracterizadas a la fecha existen tres copias de los genes nifH
(Quinto et al.,1982), que son los genes estructurales de la nitrogenasa. A.
etli CE3 tiene tres copias de nifH (nifHa, nifHb y NifHc) y su expresién se

regula por la concentracién de Og alcanzando un maximo cuando la

concentracién de O, es del 1% (Valderrama et al,, 1996).

2.5 Cadenas respiratorias en Rhizobium en. vida libre o bacteroides.

La funcién principal de las cadenas respiratorias en bacterias es el
translocamiento de protones a través de la membrana citoplasmatica para
generar una fuerza motriz que permite la generacién de ATP, la movilidad
celular y otras funciones dependientes de energia. En la mayoria de los
organismos aerobios estrictos o facultatives, la energia necesaria para la
actividad metabdlica proviene de reacciones de oxido-reduccién que
catalizan los componentes de la cadena transportadora de electrones. Las
cadenas respiratorias bacterianas se constituyen de (i) proteinas Fe-S
(deshidrogenasas), (ii) quinonas y (iii) citocromos. La accién enziméatica de
las deshidrogenasas sobre substratos de carbono deriva en productos
reducidos, los cuales transfieren hidrégenos a la poza de quinbnalquinol
dentro de la membrana citoplasmética. De aqui los electrones pasan hacia
las oxidasas terminales que estan integradas en la membrana donde se

realiza la reduccién del Oo. Bajo condiciones aerdbicas, el aceptor final de

electrones es el O2, mientras que el nitrato o fumarato son los aceptores
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finales de electrones en condiciones de crecimiento anaerdbico. En las
bacterias se conocen dos tipos principales de oxidasas terminales, las quinol
oxidasa y las citocromo oxidasas (Poole, 1983). Cuando las bacterias
emplean mas de una oxidasa terminal la cadena respiratoria se ramifica. La
expresion de cadenas respiratorias muitiples con diferentes oxidasas

terminales, las cuales difieren en afinidad por el O2, taculta a las bacterias

a contender contra un medio ambiente cambiante (Hennecke, 1993).

La conversién de Rhizobium de un estilo de vida libre a un bacteroide
endosimbiético, involucra una serie de cambios en la fisiologia de la
bacteria, principalmente por el paso de una forma de vida aerobica a una
microaerébica. Como se mencioné en la seccion anterior, Rhizobium

participa en la resolucion de la paradoja del Oo con la expresion de cadenas

respiratorias con diferentes oxidasas terminales, las cuales difieren en su

afinidad por el Oo. Esta estrategia faculta a las bacterias para responder a

un ambiente microaerobico, como el que se encuentra dentro del nédulo
(Hennecke, 1993).

Se conoce la composicion de las cadenas respiratorias de diferentes
especies de Rhizobium, como en Azorhizobium caulidonas (Stém et al.,1984;
Kitts y Ludwig, 1994), Rhizobium etli (Soberén et al.,1989), R.
leguminosarum bv trifolii (De Hollander y Stouthamer, 1980) A.
leguminosarum bv viceae (Kretovich et al.,1973) y Bradyrhizobium japonicum
(Hennecke, 1993). En cultivos de vida libre, las especies de ARhizobium
expresan citocromos de los tipos b yc, asi como las citocromo oxidasas

terminales aagy 0, las cuales se encuentran ausentes en los bacteroides, en

los que se sintetizan los citocromos ¢550, ¢552 y ¢555 (Batut y Boistard,

1994). En A. et/i las oxidasas terminales o y aazse identificaron por
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espectros de fotodisociacién y ensayos de union al Op (Soberon et al.,1989).

Se ha descrito una tercera oxidasa terminal en R. etli, la cual se identifico
como un citocromo d (Barquera et al.,1991). La expresion de las diferentes
oxidasas terminales de R. etli en condiciones de vida libre esta regulada por

la concentracion de Oo, como se ha reportado para otras especies
bacterianas (Poole, 1983). El citocromo aasz se expresa en cultivos aercbicos

en la fase de crecimiento exponencial, pero su sintesis se reprime bajo
condiciones de microaerobiosis en la fase estacionaria, en donde se induce la
expresion del citocromo d (Barquera et al,,1991). En cultivos celulares bajo
condiciones de microaerobiosis la expresion del citocromo o se reduce en un
50% con respecto a las células cultivadas en condiciones aerobicas
(Barquera et al.,,1991)

La concentracion de Oo dentro del nodulo es baja. En los nédulos de la
soya la concentracion de Oz en las celulas infectadas esta en el intervalo de
3 a 30 nM, lo cual es 10-4 a 10-5 veces la concentracion de Oz en la

rhizosfera (Layzell y Hunt, 1990). En el caso de los nédulos de alfalfa, la
concentracién de O» decrece gradualmente de 250 pM en el apice del

meristemo, a 1 pM en la zona de fijacién de N> (Soupéne et al.,1995). Debido

a lo anterior, Appleby (1984) pronosticé que en los bacteroides deberian
existir oxidasas terminales una afinidad por el Oz muy alta.

Recientemente se determind la expresién en los bacteroides de una
citocromo oxidasa terminal cbbs (Hennecke, 1993), la cual permite al
bacteroide mantener un metabolismo aerébico en las condiciones de

microaerobiosis dentro del nédulo (Preising et al.,1996). Los genes que
codifican para esta oxidasa terminal se identificaron como el operon
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fixNOQP, y se han reportado genes andlogos en Bradyrhizobium japonicum
(Preising et al.,1996), Rhizobium meliloti (Kahn et al.,1993) y Azorhizobium

caulinodams (Mandon et al.,1994). La oxidasa terminal cbbz actda en

conentraciones bajas de QOp, y tiene una afinidad alta por el O, ya que la Kp,
gs de 7 nM, lo cual le permite funcionar en la concentracion de O2 que

prevalece en la zona central del nédulo (Preising et al.,1996).

2.6. Mecanismos de la regulacion de la expresion génica en respuesta a la
disponibilidad de Os.

Como se describié en las secciones anteriores, la participacion del
microsimbionte en la fijacion de N2 se encuentra fuertemente regulada por

la concentracion de Oo. Las bacterias anaerdbicas facultativas, y la mayoria

de los aerobios obligados, son capaces de adaptarse rapidamente a cambios

en la disponibilidad del Oo dentro de su ambiente. En algunas bacterias

entéricas y no entéricas la respuesta adaptativa a cambios en |a

disponibilidad del O» es de mucha importancia. Por ejemplo, tanto la fijacion
de No y la fotosintesis anoxigénica son procesos que se encuentran regulados
por la concentracion de Oo.

Dada la importanci.a general de la respuesta de adaptacidn a la
limitacién de 02, no resulta sorprendente que existan mecanismos de
regulacion en diferentes especies bacterianas (revisado por Spiro, 1994). Se
han detectado varios sistemas sensor/regulador cuya actividad depende de la
concentracién de O,, y que difieren en la forma para detectar el Oy, y
transferir la sefial. Se conocen dos tipos de sistemas sensor/regulador. El

primero, se conoce como el sistema de dos componentes, en el cual la sefial
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se detecta por una proteina que actia como sensor y que transfiere la sefal
a la proteina reguladora por medio de un proceso de fosforilaciéon (Spiro y
Guest, 1991). El segundo tipo corresponde a los sistemas de un sdlo
componente, en donde la sefal de percepciéon y la actividad reguladora
suceden en dos dominios de la misma proteina. La transferencia de la senal
del dominio sensor al dominio regulador ocurre por medio de un cambio
conformacional (Unden et al., 1995). En la tabla 3 se presentan algunos
ejemplos de sistemas sensores/reguladores que son dependientes de la

concentracion de O,.

Tabla 3. Sistemas sensor/regulador de O5 y reacclones redox en bacterias

(tomado de Unden et al.,1995)

Sistema Crganismo Funcién que Tipo Cofactor | Posible mecanismo

SensorfRegulador ragula de deteccidn

ArcA/ArcB Escherichia col Catabolismo aerébico 2 Componsentes | ? i

FixL/FixJ Rhizobium | Fiacién de Ny 2 Componentes | Hemo Unién-O» Hemoproteina
maeliloti

AR Eschetichia coli Metabolismo anaerébico | 1 Componénte Fe o Fe-S | Reacciones Redox

NifA B. japonicum Fifacion de N» 1 Componente Fa? Reacciones Redox {Fe)}

SoxRSs Escherichia coli Estrés Oxidative {Oo) 1 Components | FeS Reacciones Redox

OxyR Escherichia coli Estrés Oxidativo 1 Componente | ? Reacciones Redox

i) Sistema Arc.

El sistema Arc ( “aerobic respiration gontrol” ) es un sistema de dos
componentes que esta compuesto por las proteinas ArcA y ArcB (lushi y Lin,
1988). La proteina ArcB es un sensor transmembranal capaz de

autofosforilarse, a la forma ArcB-P, en respuesta a una limitacién de O,
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ArcB-P cataliza la fosforilacion del componente del sistema ArcA. Una vez
fosforilado ArcA, ArcA-P adquiere su estado activo al convertirse en un
regulador de la expresion genética. En su estado activo, ArcA reprime la
expresion de genes del metabolismo aerdbico y activa la expresion de
algunos genes del metabolismo anaerébico (lushi y Lin, 1993). EI mecanismo

de deteccién de O, por ArcB permanece desconocido, y en esa proteina no se

han detectado grupos prostéticos similares a hemos, quinonas, flavinas, o

centros metélicos. ArcB no reacciona directamente con el O,, sin embargo, al

parecer detecta cambios en el estado redox celular (lushi y Lin, 1993).

i) Sistema FixL/J.

En rhizobia la sintesis de la proteina NifA se regula por los genes fix
LJ. Los productos de estos genes funcionan de manera similar al sistema Arc
(David et al,, 1988). FixL y FixJ son miembros de los sistemas reguladores
de dos componentes, por medio de los cuales la bacteria es capaz de
responder a sefales externas o citopladsmicas (Ronson et al., 1987). FixL es
una hemoproteina con actividad de cinasa y fosfatasa que contiene un grupo
hemo localizado en el dominio central de la proteina, y que actia

directamente como sensor de la concentracién de O,. El dominic C-terminal

de esta proteina es el dominio mas conservado en las proteinas que actuan
como sensores en este tipo de sistemas y contiene el sitio de
autofosforilacion de FixL. Una vez que FixL se ha fosforilado, transfiere a su
vez el fosfato al dominio N-terminal de la proteina FixJ. En el estado no
fosforilado de FixJ, existe un arreglo en el cual el dominio C-teminal, con
una regidén de unién a DNA, se encuentra cubierto por el dominio N-terminal
(Kahn y Ditta,1991). La fosforilacién del domnio N-terminal de FixJ por FixL

induce un cambio conformacional de la proteina exponiendo el dominio C-
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dando como resuitadc que el centro metdlico Fe-S se transforme en un
centro metdlico de tipo [2Fe-2S]+2 causando la inactivacion de la proteina
(Khoroshilova et al.,, 1997). Por lo tanto, cuando FNR tiene el centro metalico

[4Fe-4S]+2 funciona como sensor debido a su extrema sensibilidad al Op

(Lazazzera et al., 1996; Khoroshilova et al, 1997). La figura 6 muestra el

mecanismo para la actividad de FNR, asi como un modelo del mondmero de
esta proteina.

Los sistemas que se regulan por la concentracién de O2, con analogia
al sistema FNR de E. coli son poco comunes, sin embargo, se han
caracterizado sistemas similares en distintos grupos taxonomicos,

particularmente en miembros de las Pseudomonadaceae y Rhizobiaceae
(Tabla 4) (Spiro, 1994) .

iv) Sistema FixK.

En los diazotrofos simbidticos de la familia Rhizobiaceae la expresion
de los genes para la fijacion de N2 se regula por un mecanismo en cascada
que involucra a proteinas semejantes a FNR. Dentro de estas proteinas se
encuentra FnrN y FixK. FnrN se encuentra presente en Rhizobium
leguminosarum (Colonna-Romano et al., 1990; Schliter et al., 1992), la cual
es funcionalmente similar a FixK. Sin embargo, FnrN parece ser sensible al

0, y actia de manera similar a FNR (Schilter et al., 1992).

FixK es una proteina comun en los rhizobia, la cual activa la expresion
del gen fixN que es necesario para la fijacion de No (Batut et al. 1989;

Anthamatten et al.,, 1992; Kaminski et al., 1991).
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Figura 6. Modelo hipotético de un monémero de FNR con base a
su similitud con CAP, que muestra el mecanismo de accién de
FNR (tomado de Lazazzera et al., 1996).
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Tabla 4. Protefnas- homélogas a FNR (tomado de Spiro, 1994). i

Proteina Organismo Funcién

EtrA Shewanella putrefaciens Respiracién anaerébica
FNR Vibrio fischeri Luminiscencia

HiyX Actinobacillus pleuroneumonide Biosintesis de hemolisina?
BTR Bordsatella pertussis Biosintesis de hemolisina?
ANR Pseudomonas aeruginosa Denitrificacion

FnrA Pseudomonas stutzeri Fermentacion de arginina
FixK Sinorhizobium meliloti Fijacién de No

FnrN Rhizobium leguminosarum Fijacién de N2

FixK Bradyrhizobium japonicum Fijacién de No

FixK Azorhizobium caulinodans Fijacién de No

Producto orf4
AaDR
FLP

Rhizobium 1C3342
Rhodopseudomonas palusttis

L actobacillus casei

Desconocida
Metabolismo &c. aromaticos

Desconocida
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En Sinorhizobium meliloti FixK actda como regulador positivo del
operén fixNOQP, y regula de manera negativa su propia expresion y la de
NifA (Batut y Boistard, 1994); mientras que en A. caulinodans se requiere
Fixk para la regulaciéon positiva de la expresion de nifA (Kaminski et al.,

1991). La sintesis de FixK es mayor cuando la tensién de O2 es baja, y esta

regulada por el sistema FixL/J. Por lo tanto, mientras el control de la
expresién de los genes nif por O, se ejerce al nivel de FixLJ y NifA, es

posible que el control por O, de la expresion de fixXNOQP esté mediado sélo

por la regulacion de FixK. Otra posibilidad es que la proteina FixK pudiera
actuar como sensor de una sehal reguladora diferente al Op Yy aun no
identificada (Miranda et al, 1996). Aunque FixK y FNR son similares a lo
largo de sus secuencias, los residuos de cisteinas presentes en el extremo
amino-terminal, que son los responsables de la sensibilidad al O, en FNR, no
se encuentran en FixK.

En Rhizobium etli se ha demostrado la presencia de un gen fixL muy
particular ya que no se presenta un gen homélogo estructural de fixJ. En
microaerobiosis FixL* y FixK son reguladores de otros genes nif. En
condiciones de vida libre, FixL* controla la expresién de fixK que a su vez
regula la expresion de los genes fixN. Los genes fixN, que se encuentran
reiterados, se regulan diferencialmente lo que sugiere la participacion de
otros elementos regulatorios. Durante la simbiosis los genes fixL* y fixK no
son requeridos para la fijacién de nitrégeno, sugiriendo que la expresion de
un gen fixN funcional para fijar nitrégeno es diferente a la de vida libre

(Girard, comunicacién personal).
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3. La hemoglobina de Vitreosciila sp.y su uso biotecnoldgico.

Por mucho tiempo se pensd que las Hbs estaban presentes solo en los

animales. Sin embargo, el transporte de O2 por medio de hemoproteinas es

una funcién biolégica extensa que se ha identificado tambien en las plantas
(Landsmann et al., 1986), hongos (Zhu y Riggs, 1992), protozoarios (Takagi,
1993) y bacterias (Wakabayashi et al., 1986; Vasudevan et al., 1991, Cramm
et al., 1994; Favey et al., 1995; LaCelle et al., 1996), lo que indica que las
Hbs se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos (Hardison,
1996).

Como se mencioné anteriormente, durante el proceso de fijacion
simbidtica de nitrégeno se expresa una Lb por pante de la planta, cuya

funcién es transportar O2 al bacteroide para su actividad respiratoria. Sin

embargo, hasta la fecha no se ha determinado la presencia de una Hb en los
rhizobia.

En el caso de las Hbs bacterianas, la Hb que se aislé primero, y que se ha
caracterizado mejor, es la Hb de la bacteria Vitreoscilla (Wakabayashi et
al.,1986; Dikshit y Webster,1988). Vitreoscilla es una bacteria filamentosa
Gram-negativa, miembro de la familia Beggiatoa, que se clasifica dentro de
la subdivision B de las bacterias plrpuras fotosintéticas (Wakabayashi et
al,,1986: Woese et al.,1984). Vitreoscilla es un aerobio obligado, aunque
crece en héabitats pobres en O, tales como las charcas estancadas o en la

materia vegetal en estado de putrefaccién, Cuando esta bacteria crece en
condiciones de hipoxia se induce la sintesis de una Hb. La Hb de Vitreoscilla,
VHb, consta de dos subunidades idénticas, con una masa molecular de 15,775
Da y 2 protohemos (Tyree y Webster, 1978). Dadas las caracteristicas
espectrales de VHb, inicialmente se pensé que se trataba de una oxidasa
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terminal soluble, "la cual se identific6 como un citocromo o (Webster y Liu,
1974). Sin embargo, esta proteina genera formas oxigenadas, relativamente
estables, que presentan sefales espectrales que son similares a Hbs en la
forma oxigenada (Webster y Liu, 1974). La forma oxigenada de VHb presenta
una tasa de disociacion rapida, con respecto a otras Hbs (Orii y Webster,
1986) (Tabla 2). La secuencia de amino é&cidos de esta proteina ha sido
determinada, y tiene similitud con otras Hbs (Wakabayashi et al.,1986), sin
embargo, la mayor similitud es con las Hbs microbianas. Por otra parte,
recientemente se determind la estructura tridimensional de VHb, la cual
presenta un arreglo similar a las Hbs animales y vegetales (Fig. 7)
(Tarricone et al.,1997).

El gen que codifica para la VHb se cloné y secuencié (Dikshit y
Webster, 1988; Khosla y Bailey, 1989). Ei gen vhb, incluyendo al promotor,
tiene una longitud de 1.4 kb y se localiza dentro del cromosoma de la
bacteria. Este gen esta presente en una sola copia en el genoma de
Vitreoscilla, y el transcrito especifico de vhb es de aproximadamente 500
bases lo cual concide con el péptido codificado por vhb, que es de 146
residuos de amino acidos (Dikshit y Webster, 1988). Ef gen vhb se expreso en
E. coli bajb el efecto de su propio promotor (Dikshit y Webster, 1088; Khosla
y Bailey, 1989). En E. coli el nivel de RNAm de vhb es mayor en
concentraciones de Qo del 2% (Dikshit y Webster, 1988; Khosla y Bailey,

1989; Dikshit et al,1990).
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Subunidad 1 Subunidad 2
C terminal
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Figura 7. Estructura terciaria de VHb, en su forma dimérica mostrando
el arreglo tipico de las globinas y las alfa hélices que la constituyen
(tomado de Tarricone et al., 1997).

Con la finalidad de establecer como se regula la actividad del gen vhb,
éste se introdujo en hiespedes heterdlogos Gram-negativos, tal como E.
coli, Pseudomonas putida, P. aeroginosay Azotobacter vinellandi (Dikshit et
al.,1990; Joshi y Dikshit, 1994). En estos casos la actividad del promotor de
vhb se determind por el nivel de expresién de VHb y los productos de la

fusién vhb-gen reportero bajo diferentes concentraciones de O2. La
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expresioén del gen vhb varié en los diferentes huéspedes, ya que se observo un
incremento de 10 a 50 veces en la sintesis de VHb y los productos del gen

reportero cuando la concentracion de O2 disuelto fue menor al 5% (Joshi y

Dikshit, 1994). Esta variacién en los niveles de expresion del gen vhb refleja
la diferencia que existe en las sefiales de transcripcién y traduccion entre
las diferentes bacterias Gram-negativas. Sin embargo, la induccion
microaerobica del promotor vhb en los diferentes huéspedes de debe a la

presencia de un mecanismo de activacion comun que depende del Op. El

andlisis de la secuencia del promotor del gen vhb indica la presencia de un
sitic de unidon para FNR (Joshi y Dikshit, 1994). Los mismos autores
demostraron que este gen no se activa en cepas de E. coli fnr- bajo
condiciones de microaerobiosis, lo cual sugiere que en la regulacion de la
transcripcion de vhb participa FNR.

Existen reportes sobre la modificacion del metabolismo aerdbico en
diferentes organismos debido a la presencia de VHb (Tabla 5). En condiciones
de microaerobiosis las cepas de E. coli que sintetizan VHb crecen en
densidades mayores (Khosla et al.,1990). Esto pudiera deberse a que VHb
recombinante incrementa la difusion facilitada del Og2 disuelto en estas

condiciones, y de esta forma cambia la actividad de las oxidasas
terminales, lo que causa el incremento en la sintesis del ATP (Kallio et
al. 1994; Khosla et al.,1990). Magnolo et al. (1991) reportaron
modificaciones en e! metabolismo aerobio debido a ta expresiéon de vhb en
Streptomyces coelicolor y S. lividans. En ambas cepas el gen de vhb se clond
con su promotor nativo y se detecté la presencia de VHb. En S. coelicolor que
expresé VHb la produccién de actinorodina, que es un policétido aromatico,

aumenté 10 veces cuando la concentracion de Op disminuy6, con respecto a
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la cepa control que carecia del gen vhb. Por otra parte, S. lividans, crece en
altas densidades al sintetizar VHb (Magnolo et al,1991). En Acremonium
chrysogenum la presencia intracelular de VHb incrementd la sintesis global
de proteinas, ademas de mejorar la produccién de cefalosporina C y afectar
diversas rutas metabodlicas del metabolismo de carbono y nitrégeno (De
Modena et al. 1993).

Tabla 5 .- Efecto de la hemoglobina de Vitreosclila (VHb) en el metabollsmo
de diferentes organismos.

Organismo Efecto Referencia
Escherichia coli Aumento en la tasa de crecimiento y densidad celular Khosla y Bailey 1988
Escherichia coli Aumento en la produccidn de-proteinas recombinantes Khosla st al. 1990
Escherichia coli Crecimiento de mutantes en oxidasas terminales Dikshit af al. 1992
Escherichia colf Aumento en la sintesis de ATP y tasa de crecimiento Tsai et al. 1996a
Escherichia coli Redireccién en el metabolismo del carbono Tsai et al. 1996a
Escherichia coli Aumento en la actividad de oxidasas terminales Tsai et al. 1996b
Escherichia coli Auments en el flujo metabdlico Chen st al, 1994
Saccharomyces cerevisiae  Aumento en la produccién de alcohol ' Chen et al. 1994
Streptomyces cividans Aumento en la tasa de crecimiento Magnolo et al. 1991
Streptomyces coelicolor Aumento en la produccién de actinoridina : Magnolo et af. 1991
Nicotiana tabaccum Germinacién, crecimiento y produccion de nicotina Holmberg, et al. 1957
Acremonium chrysogenum  Aumento en la produccién de cefalosporina C DeModena ef al. 1993
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Aunque la presencia de VHb provoca cambios metabdlicos
significativos durante el crecimiento aerébico de los organismos, el
mecanismo de accién de VHb no es del todo conocido (Joshi y Dikshit, 1994).

En comparacién con otras Hbs, VHb presenta una afinidad baja por el Oz con
una Kqde 6 puM (Tabla 2). La alta constante de disociacion def Op de VHb
permite suponer que VHb libera rapidamente el Op. Con base en estos datos, y

en resultados que se obtuvieron al expresar VHb en E. coli, Bailey (1995)
propusé una hipétesis que explica el modo de accion de VHb en E. coli. Su
hipétesis establece que cuando VHb se encuentra presente, la concentracion

efectiva de Op disuelto en la célula es igual a la suma de la concentracion
de Oo disuelto mas la concentracion de VHb oxigenada. De esta manera,

cuando hay expresién de VHb la célula presenta una oxigenacion interna

mayor con respecto a la concentracion de Oz del ambiente externo.

Recientemente se expresaron en E. coli la flavohemoglobina de levadura y la
mioglobina del corazén de caballo. Las células transformadas se crecieron

en condiciones limitantes de O», y los resultados permitieron concluir que

VHb es significativamente mas eficiente para permitir el crecimiento
celular bajo condiciones de hipoxia, con respecto a las Hbs de levadura y
caballo (Kallio et al, 1996).

El gen vhb se introdujo y expresé en plantas de tabaco (Holmberg et
al.,,1997). Las plantas transgénicas de tabaco, que expresaban VHb,
desarrollaron casi el doble del peso seco con respecto a las plantas control.
Aparentemente, este aumento esta asociado con un incremento de 30 a 40 %
en e! contenido de clorofila en las plantas transgénicas. Estos resultados
sugieren que la actividad metabdlica de las células vegetales podria estar

limitada por O2, y que la presencia de VHb tendria un efecto positivo en el
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desarrollo y productividad de las plantas bajo ciertas condiciones de

crecimiento (Holmberg et al.,1997).
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. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Como se menciond previamente, el O2 es un factor fundamental en el
proceso de fijacion simbiética de nitrégeno. La planta aporta una fuente de
energia a la bacteria (malato o succinato), y a cambio ésta reduce el

nitrégeno atmostérico a NHg*t, el cual es utilizado por la planta para la

sintesis de amino &cidos, proteinas y otras moléculas nitrogenadas. La

nitrogenasa es la enzima responsable de la fijacién de N2, es una proteina
sensible al O2 y en las plantas leguminosas existen mecanismos que

protegen la nitrogenasa. LoS nédulos presentan mecanismos para la
regulacién de fa permeabilidad del Oo (Appleby, 1984; Witty et al, 1987,

Hunt y Layzell, 1993). En las células infectadas de los nédulos la

concentracién de O2 es baja, entre 5 y 50 nM, con respecto a las células que
se encuentran en presiones normales de Oz, aproximadamente 250 uM

(Kuzma et al., 1993).

Entre estos mecanismos el que destaca es la sintesis de una

hemoproteina por parte de la planta, la Lb, cuya funcion es proveer de Oy al

bacteroide para su actividad respiratoria (Appleby, 1984). Desde hace mas de
30 afios se ha especulado que los bacteroides se encuentran limitados por la

disponibilidad del O2, lo cual repercutiria en la reduccién en la tasa de

respiracién aerdbica con la consecuente disminucién en la sintesis de ATP,
que es indispensable para la actividad de la nitrogenasa (Bergersen, 1962;
Wittenberg, 1974; Werner, 1992).

En el presente trabajo, se plantéo valorar el efecto fisiolégico debido a
la expresién de una hemoglobina presente en el microsimbionte, tanto en

vida libre como en simbiosis. A la fecha no existen reportes de la sintesis de
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Los objetivos de este trabajo fueron:
*Objetivos Generales:
- Clonar y expresar en Rhizobium etii el gen heterdlogo de
hemoglobina de Vitreoscilla.
- Analizar el efecto de la expresion de la hemoglobina de Vitreoscilla

en Rhizobium, tanto en vida libre como en simbiosis,

*Objetivos particulares:

- En vida libre

* Determinar la presencia de VHb en Rhizobium etli.

* Determinar el efecto de la presencia de VHb en la actividad
respiratoria de Rhizobiun etli.

* Cuantificar 1a expresiéon de un gen de fijacién de No, nifHe, en condiciones

de microaerobiosis cuando se expresa VHb,

- En simbiosis

Analizar el efecto de la expresién de la hemoglobina de Vitreoscifla enla
simbiosis R. etli-frijol (Phaseolus vulgaris) determinando:

* Nodulacion.

* Actividad nitrogenasa.

* Contenido total de N2 en el follaje y las semillas,

* Desarrollo de las plantas
El cumplimiento de estos objetivos nos permitira saber si VHb
funciona como un transportador de O2 cuando se sintetiza por la bacteria, y

si esto representa una ventaja en la fijacion simbidtica de No.
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lll. Materiales y WMétodos; Resultados:

ARTICULO

Rhizobium etli genetically engineered for the heterologous expression of

Vitreoscilla sp. hemoglobin: effects on free-living and symbiosis.
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Rhizobium etli Genetically Engineered
for the Heterologous Expression of Vitreoscilla sp.
Hemoglobin: Effects on Free-Living and Symbiosis
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Oxygen concentration Is an environmental signal that
regulates nitrogen fixatlon In the Rhizoblum-legume sym-
biosls, We Investigated the effect of the heterologous ex»
pression of Vitreoscilla sp. hemoglobln (VHb), which Is an
oxygen-binding proteln, in Rhizobium efli, The vhb gene
and its natlve promoter. were subcloned in the plasmld
pMR4 and transformed nto the R, stli strain CE3. Free.
ltving cultures of engineered R, etli CE3 expressed the vhb
gene, us shown by the CO-difference spectral and sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elecirophorests (SDS.
PAGE) analyses of cell extracts. The expression of vib in
free-living R, e/l grown under most limlting oxygen con.
centrations resulted In an Inerease In respiratory activity,
chemical energy content, and expression of the nitrogen.
fixation gene nifHc. Bacteroids lsolated from nodules of
bean plants inoculated with the engineered R, efli CE3 ex-
pressed the vhb gene, as shown by RNA slot-blot analysls.
Bean plants Inoculated with the engineered straln exhib-
ited higher nitrogenase nctivity and total nitrogen content
(68% and 14 to 53%, respectively) than bean plants In-
oculnied with the R. efli wlld type. These results Suppest
that the synthesis of VHb In engineered R. efli stimulated
the resplratory efficlency of free-llving rhizobia, and also
probably of symblotle bacterolds, thus leading to higher
levels of symbiotic nitrogen fixation.

Additional keywords: bacterial Hbs, rhizobial nitrogen fixa-
tion, :

Rhizobla may live either aerobically in the soil or mi-
croserobically in the interna) environment of the root nodules
of legume plants, where fixation of atmospheric nitrogen oc-
curs, Oxygen concentration is & critical factor that regulates
essential processes in the endosymbiatic rhizobla, such as ni-
wrogen fixation and resplration (Batut and Boistard 1994}, The
apparent peradox of & low oxygen concentration that is re-
quired for nitrogen fixation and a high oxygen supply that Is

Comesponding author: Oeorginn Homandez; Centro de Investigacion
sobre Fijacién d¢ Niwdgeno, Universldad Naclosal Autdnoma de
México, Aparado Postal 565-A, Cusrevaca, Morslos, México; Tele-
phone ot Fax: +32 (13) 13 €7 1%: B-maik gina@cifn.onum,mx

1008/ Molacular Plant-Microbe Interactions

required for bacteraid respiration is satisfied by the coopera-
tion of both symbiotic partaers (Batut and Boistard 1994:
O'Brian and Maier 1989). In determinate nodules, such as
those from soybear and bean plants, a physical cortical barrier
exists that limits the diffusion of gases (Layzell and Hum
1990). Oxygen concentration in the infected cells is about
three orders of magnitude lower than the oxygen concentra-
tion In the rhizosphere (Layzell and Hunt 1990; Soupine et al,
1995). In nodules, facilitated diffusion of oxygen by leghemo-
globin (Lb), a plant protein with high affinity for oxygen, is
required o provide the necessary oxygen flux to the actively
respiring bacteroids (Appleby 1984; O'Brien and Majer
1989). It has been shown that the addition of Lb to Isolated
bacterolds results In & 10-fold increase in nitrogenase activity
and a twofold increase {n the rate of oxygen uptake (Witten-
berg etal, 1974).

Oxygen concentration is an important environmental signw)
that regulates the expression of aif genes, which are involved -
in rhizobial nitrogen fixation (Fischer 1994). In Rhizobium
meliloti, wanseription of nif genes is Induced in oxygen. .
depleted conditions under the control of the two-component
regulatory system FIxL/J. FixL I8 2 membrane oxygen-binding
protein that autophosphorylates in the deoxygenated form, and
tial transmits 2 signal 10 FixJ via phosphorylation-
dephosphosylation reactions (Gilles-Genzalez et al. 199]).
Further, In the phosphorylated (active) form FixY will actvate
NifA protein, which is & transeriptional activator of the nif op-
eron. In addition to the R. meitlor! FixL/J sysiem, s number of ‘
oxygen-sensing/rogulating proteins have been described, such
as Fur and ArcA, thar activate microserobic metabolism In
bacteria growing at low oxygen concentrations (Spiro and
Guest 1991), '

- Itis not known if hemoglobins (Fibs), oxygen-binding pro-

teins, exist In rhizobin. However, Hbs have been found In
bacteria (Hardison 1998). Although lintle Is knows about the
function of bacterial Hbs, some bacterial species synthesize
Hbs under hypoxle conditions, and thus it is likely that under
these conditions some species use Hbs for delivery of axygen
a3 the terminal electran acceptor (Hurdison 1998), The fint
known, and a thoroughly studied, bacterial Hb was isolated
from & Viireoscilla $p, (Wakabayashi et al. 1985). Because the
synthesls of Wirreoscilla sp. hemoglobin (VHD) increases un-
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der hypo?dc conditions, it has been postulated that the function
of Vi'{b is to bind and transport oxygen for the bacterial me-
tabolism in microaerobic environments (Webster 1987). The
gene that codes for VHb has been cloned and sequenced
(Dikshit and Webster 1988; Koshla and Bailey 1988), and the
vhb gene together with the native promoter has been ex-
© pressed in heterologous microbtal hosts, such as Escherichia
coli (Dikshit et al. 1990; Koshla 2nd Balley 1988), Serratia
marcescens (Wei et al, 1998), Strepromyces coelicolor and S
Itvidans (Magnolo et al. 1991), Acremonium chrysogenum
(DeModena et al. 1993), and Saccharomyces cerevisiae (Chen
¢t al. 1994), as well as in the plant host Nicorlana iabacum
(Holmberg et al. 1997), Effects resubling from the modifica.
tion of acrobic metabollsm by transgenic VHD, such as ig-
creased cell densitles, protein synthesis, and secondary rme-
tabolite production, have been reported for engineered £, coll
and fungt (Koshla and Bailey 1988: Koshla et al, 195Q; Khos-
rav] et al 1990; DeModena'et al. 1993; Magnolo et al. 1991).
Transgenic tobacco expressing vhé showed enhanced plant
growth, reduced germination and flowering time perods, and
l;;ggh;r chlorophyl!l and nicotine content (Holmberg et al.
7.

Because the expression of nif genes and the efficiency of
niogen fixation depend on the concentration of oxygen, we
were interested in studying the effect of the heterologous ex-
pression of VHb In R. erli, both in free-living conditions and
In symbiosis with beans, Oue-results showed that engineared
K. etli expressing VHb had enhanced respiration rates and nif
gene expression under low oxygen concentration. Also, engi-
neared rhizobia exhiblted higher nitrogenase activity during
symbiosis, and nodulated plants exhibited higher total nitro-
Ben content in foliage and seeds,

RESULTS

Expresslon of vhb In free-llving R. esl! CE3.

To express the Vitreoscilla sp. vhb gene in R. etli CE3, a
2.2-kb fragment from the plasmid pUCS:15 containing the vhb
gene and {ts adtive promoter was subcloned into the stebiz
vector pTR101 (Davis et al. 1992; Weinstein et al, 1992), thus
generating the pMR4 plasmid. Plasmid pMR4 was conjugated
10 & edi CE3 and was >99% stable when transconjugants
were giown on PY or minimal medium without selection.
Moreover, in contrast to the white color of the cell pellet of
the R. erli CE3 wild type, the cell pellet of R. el CEI/pMR4
had a reddish color after centrifugation of liquid eultures,
which suggestcd that the vhb gene was expressed in the trans-
formed cells,

The Vitreoscilla sp. vhb gene, regulated by its own pro-
moter, has been expressed in heterologous bacterial hosts
(Dikshit et al. 1990; Khosla et al. 1990; Magnolo et al. 1991).
In order to determine whethier the vhb gene was expressed in
free-living R. etll CE3/pMR4, slot-blot analysls was per-
formed with the bacterial RNA as template and the kb gene
83 probe. The VHb transcript was detected in R efli
CE)/pMR4 cells grown in microaceobic Hquid cultures, and
vo hybridization signal was detected in the coatrol wild-type
strala R, ecli CE3 (Fig. 11,

The synthests of VHD proteln in engineered bacteria has
been confirmed by obtaining the differential spectra (CO-
dithionite reduwesd vertus dithionite seduced) of cell extraces,

Characteristic signals of YHb in CO-differential spectra have
been reported with absorption maxima at 419, 532, and 570
am and woughs at 436 and 554 nm (Webster and Liu 1974;
Tyree and Webster 1978). In order to test for the presence of
VHb in R. etll CE3/pMR4, CO-differential spectea of cell ex-
tracts were obrained. Proteln samples obtained from R, erfi
CE3 and CE3/pMR4 strains (see Materials and Methods) were
reduced with dithionite, bubbled with CO, and the CO-
differential (CO-reduced versus reduced) spectra were ob-
tained. As a positive control, CO-differential spectra of par-
tially purified VHb were also obtained. The resulting CO-
differential spectra showed differences between R. efli
CE3/pMR4 (engineered) and CE3 (wild-type) strains (Fig.
2A). The CO spectrum of R. erli CE3/pMR4 showed maxima
&t 418, 334, and 567 nm and wroughs at 436 and 551 nm.
which are quite similar to peaks and troughs of the CO spec-
tum obtained for the pattially purified VHD (Fig. 2A). In
contrast, the CO spectrum of the wild-type R. eli CE3 showed
& small peak at 421 nm and a trough at 439 nm, which are dif-

ferent from the values observed for the R erli CE}/pMR4 and _

VHb CO spectra, These results indicated that VEb had been
synthesized In R etli CEI/pMR4, which was further con-
firmed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) analysis. Figure 2B shows that & pro-
tein that co-migrates with the native VHb in a polyacrylamide
gel had been synthesized in R. esli CE3/pMR4 but not In R,
etll CE3, - .

Resplratory activity and chemical energy content
In free-living R. etli CE3/pMRA4,

It has been proposed that the expression of VHb in E, colf
improves the efficiency, rather than the rate, of respiration un-
der microasrobic conditions by Increasing the amounts of dis-
solved oxygen and the efficiency of ATP productton (Kalfio et
al. 1994). To determine the respiratory efficiency of engi.
necred rhizobia, we evaluated the succinate oxidase activity of
R. eli CE3 and CE3/pMR4 cclls grown in microaerobic liquid
cultures. Figure 3 shows that, when cultured microacroblcally,

R. eni CE3/pMR4 has two- to threefold higher respiratory -

rates than the R. etff CE3 wild-type strain. Moreover, we de-

A Free-living Baclerolds
CE3 CES3/pMR4 CE3 CES/pMR4
24 g f I .‘“‘ g —~—
f ’ : '
] L ‘ : ' o
ke ‘.’___.; ———

B S

Fig. 1. Slor-blot analysis of free-living Rhizobium enli RNA hybridized
with the vAb gene prode. R, erlt CE3 and CEVpMR4 frec-living cells
wete grown at 0.3% oxygen; Dacieroids wers isolated from 18.day-posts

{soculation nodules. The RNA concentration losded in each siot s Indl.

eated. A, %P-fubelod vhb gene from pUCS:IS of (B) 168 tRNA-gene
fogment from pKK3S3S were used as (he experimental acd contro)
probes, respectively. ’

48

,

Val. 12, Ne. 11, 1009/ 1009

T T T T S S T o e S - S S VA



termined the ATP, ADF, NADH, and NADPH content in &. -

erli CE3 and CE3/pMR4 cells
cpltureg. and results showed that the nucleotide content was
higher in R. eni CE3/pMR4 than in R edi CEI wild-type
straln (Table 1). The observed Increase in total chemical ea-
eIgy was 23, 82, and 69% at 0,25, 0.5, and 1% oxygen, re-
spectively, relative to the wild-type strain (Table 1).

Activity of ni{fHe In freeliving R, etli DEM233/pMR4,

All R. etli stralns characterized so far have three genes ene
coding nivogenase reductase (nifE), denoted nifHa, nifHb, and
nifHle (Quinto et al. 1985). The ex planta expression of nifHa
and nifffc in R, el is Induced by microacrobiosis in minimal
medium cultures (Valderrama et al, 1996). In microaerobic cul-
tures and bean nodule bacterotds the njffe gene is expressed at
higher levels than the niffa pene (Valderrama et &l. 19%6). To
evaluate the effect of VHb on the ex planta expression of niffe,
we used the R. erli DEM233 straln with the nifHe-lacZ gene fu-
sion (Vaiderrama et al, 1996), which was engincered with the
plasmid pMR4, and then we determined the B-galactosidase ac-
tvity, R. edlt DEM233 (control) and DEM233/pMR4 strains
were grown under low oxygen concentrations, Figure 4 shows
that R. erlf DEM233 has high B-galactosidase &etivity in cultures
gown between 0.25 and 1% oxygen, and thot maximal B-
galactosldase activity was detected at 1% OXygen concentration
for R. erli DEM233 and DEM233/pMR4, but activitles de.

grown in microaerobic liquid

410
I ?H

A

Iu:qon

Flg. 2. Spectral and slecteapharetic analyses
dodecy! sulfate-polyacrylamide gel clecu?hm

ert (in kDa); lanc 2, VHD partlally puri
satpration wWith ammoniun salfase) soluble proteln obtained from £,
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of extracs obualned from Rijizobium el CEMpMR4 and R.
teduced va reduced) of panially purificd Viireoseliia sp. hemoglobin (VHD; vace 1), R,
sis anxlysls of protein extracts obtained
fled from Escherichia codi; lanes 3 and 4

eili CE3/pMR4;

¢lined 80% when the oxygen concentration was incressed to
5%. Nevertheless, statistical analysis showed that the p-
galactosidase activity was significantly higher (30%) in R, etli
DEM233/pMR4 than in R. erlf DEM233 when the strains
were grown at 0.25, 0.5, and 0.75% oxygen (Fig. 4). The VHb
transcript was detected in every one of the oxygen conceatra-
tions used for this experiment (data not shown),

Symblotic properties of R, etli CEYpMRA,

Bean plants were inoculated with either R, efli CE3/pMR4,
carrying the vib gene, or with the R. esdi CE3 control strain,
The total bacterial population isolated from nodules elicited

Table [, Chernical cnergy (Chem. en.) content of Rhfzobium etll CE3
and CE3/pMR4 grown In microacrobic Jiquid cultuzes

Oxygen

concen: Straln ATP ADP NADH NADPH Chem,
tration omol per mg of proteln et
0.25% CE3 0312 1,023 1337 03711 64
CE¥pMR4 0624 1653 (542 Q474 197
0.5% CE3 0132 0577 2001 0491 8V
CE3/pMR4 0430 1.624 3573 0830 1528
1% CE3 0143 0620 1252 0320 549
CEI/pMR4 0169 0926 2104 0381 9.7
* Chemleal energy expressed as sum of ATP equivalents (1, 172, 3, 00d 4
for ATP. ADP. NADH, and NADPH, respectively) per mg of proteis.

LSl

Im-acme

(20 and 30 pg of toul proteln, respectively), frastionated (45 to 65%

lanes 5 and 6, same &s lancs 3 and 4, but oblained from &, esli CE3.

»
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by R. etli CE3/pMR4 was Tc', thus indicating that the plasmid
pMR4 was retained in bacteroids duriag symbiosis. Nodules
elicited by R. erli CE3/pMR4 showed & more Inianse red color
than those elicited by the wild-type strain CE3, Slot-blot hy-
bridization at high stringency of the vhb gene probe with RNA
isolated from R. erli CE}/pMR4 and CE3 showed that & hy-
bridization signal was detecied in R, erli CE3/pMR4 but not in

-~ 7207#
o CE3
— @ CE3/pMR4

8

Sweecinale-oxidose
..
S
<5

{ ng-atom of oxygen-min/mg prolein

8
£

WLI 1 L !
025  -05 0.75 1
Oxygen concentration (%)

Flg. 3. Respiratory activity of Rhizobiuni erl CE3/pMR4 and CE3 in
microacrobic liquid culturcs, Oxidase actvity present in the CE3 wild.
Type staain or \np CEX/pMR4 straln was measurad after 8 k of Incubation
in microerobic lquld cultures under different oxygen concentraticns,

120

3

E 90 /:' \\ ’
RSN

B 60

3 .
S ¥ o DEM233

8. | e DEM233/pMR4

k]

& L 1 | 7
& ¢ S

Oxygen concentration {%)

Fig. 4. Induction of the n{fHc gene from Rhizobium eddi stnains in mi
croacrobic liquid cultures, The P-galactosiduse activity present in sn R,
etli DEM233 wild-type stealn ¢ontnining 3 n{fHe-lacZ gene {ution andin
the sume straln but besring the pMR4 plasmid (X. erlf DEM233/pMR4)
was messured after § b of growing fa microaeroble 1lquid cultures under
d&ﬁ:t.em Okygen condéntrations. Values are mean 3 standard deviations
of Milter uaits fraim four differcal cultures assayed fn duplicate.

. CE3.' thus inﬁicnt'mg that the vhb gene was expressed in R, erli

CE3/pMR4 bacteroids (Fig. 1).

Nodulation, nitrogenase activity, and nitrogen conteat were
determined in bean plants inoculated with R, etll CE3 or
CE3/pMR4 strains. Nodules slicited by the CE3/pMR4 straln
emerged at the same time as these elicited by the wild-type
strain, and the nodule dry weight was similar among plants
inoculated with the engineered and wlld.type stralns. Figue
5A shows the results of time-course determinations of nitro-
genase-specific activity. At early stages of the symbiosis, 15
and 20 days post inoculation {dpl), when nitrogenase-specific
activity pexks, noduies elicited by R. etli CE3/pMR4 exhibited
ritrogenase activity 68% higher than the values exhibited in
nodules formed by the wild-type strain, At 25 dpl end later
stages, the nigogenase activity declined in both strains, al-
though the activity in nodules formed by CB3/pMR4 was
slightly higher.

50F A
2 cEq
200 f B CE3/pMR4

?g
zZ
‘52
3 1850
g 8
¢ o
%E 100
L
i
50
:'
oN
= 90
el B
ol  DIcE

I CEYpMR4
40

30

20

Fokage N {mg)} / plant

10

15 20 25 30 40 80
Time (days post! inoculation)

_Fig. 5. A, Niuogenaae specific activity and (B) foliage 1l nirogen

content of Phaseolus vilgaris plants inoculated with Rhizobium eili CE3
ot CBYpMR4 strains. Values are mean + standard devistion of sight
plants for cach condition. Results chown are for one representative ex-
periment out of flve performed.
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Isolation of RNA and slot-biot analysis,

RNA from R. etli CE3 or CE3/pMR4 frce'-living- cells or

bacteroids was isolated with TRIzol Reagent (GIBCOQ BRL
Life Technologies, Grand. Island, NY) according to the manu-
facturer’s instructions, Bacterolds were isolated from 18-day-
old nodules by censrifuging nodule extracts on a sucrose gra-
dient es previously reported (Soberén et al, 1989). For RNA
slot-bloy hybridization, jsolated RNA was blotted to a Hy-
bond-N* membrane (Amersham International, Buckingham-
shire, UK) with the Miniold II Siot Bl system (Schlcicher
and Schuell, Keene, NH), Membranes were subsequently hy-
bridized with the randomly primed, YP-labeled probe v, and
the 16S-TRNA gene obtained from the pKK353 weetor
(Brosius ot al. 1981). Membranes were hybridized at high
stringency at 65°C, washed three-times with 0.1x §SC {1x
SSCis 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate) / 0.1% SDS
at 60°C, and then the blot was autorzdiographed by standard
procedures (Sambrook et at. 1989),

Spectral detectlon of VHb in recomblnant R etlt
CE3/pMR4,

Englneered and non-engincered R. eslf strains {CE3/pMR4
and CE3, respectively) were grown in 14 llters of PY broth at
30°C for 20 h, and 25 10 35 g of celt peste was obtained after
centrifugation, which was resuspended in 100 mi of 100 mM
Na-phosphate buffer (pH 7.4) containing 1 MM phenylmethyl-
sulfonyl fluoride (PMSF). Cells were disrupted by sonication
at maximum power (five cycles of 1 min each in lce), the re-
sulting solution was cleared by centrifugation at 22,100 x g
for 40 min at 4*C, and the supernatant was fractionated with
liquid ammonlum sulfate between 45 and 65% saturation. The
resulting pellet was resuspended in 20 mM Tris-HCI (pH 8)
and dialyzed for 18 h against the same buffer to remove the
excess of salts, The dialyzed solution was used for spectral
and electrophoretical analysis with the VHb [solated from E.
coli (below) as a positive control, The amount of protein used
for the spectral analysls was 46,5 and 44.2 g for extracts from
CE3/pMR4 snd CE3 strains, respectively,

Allquots of the dialyzed solution and the partially purified
VHb isolated from E. coli were subjectad to spectral analysis.
Samples were reduced by adding e few crystals of dithioniie
(Fluke; Buchs, Switzerland), and the differential CO-reduced
versus reduced spectra werz obtalned in a spectrophotometet
{model DUG5O; Beckman, Palo Alto, CA), Also, electropho-
retic analysis of aliquots from the engineered and wild-type
rhizabia, and the partially purified VHb [solated from £. coli,
Wwas performed by SDS-PAGE (Laemmli 1970). Total protein

Table 2. Bacteria] sweains and plasmids used ia this study

was determined by a dye-binding assay (Bio-Rad, Hercules,
CA) with bovine serum albumin as standard,

As a positive control, the VHb synthesized in recombipant
E. coll was partially purified. Briefly, recombinant £ coli
cells were grown in LB medium, disrupted, and cleared by
centrifugation, and the supernatant was fractionated with am-
monium sulfate as above. The red pellet was resuspended in
20 mM Tris-HCI (pH 8), dialyzed for 13 L sgainst the same
buffer, and then chromatographed through a DES2-cellulose
(Whatmaz, Hillsboto, OR) resin. Upon protein absotption to
the resin, the VHb was eluted with a 0 to 100 mM NaCl gra-
dient in the above buffer. Fractions containing the VHb were
pooled and concentrated by uitrafiltration with Amicon
(Beverly, MA) concentrators, Preparations containing the
VHb were checked by SDS-PAGE and by spectrophotometry
in the visible region (350 to 700 pm).

Resplratory activities,

Oxidase activity was assayed In samples of R, etli CE3 or
CE3/pMR4 grown microaerobically for 8 h at 30°C. The re-
action vessels contained 3 m! of 50 mM potasslum phosphate
(pH 7.5) and ¢ells (0.4 mg of protein), and OXYgen consump-
tion was measured with an oxygen meter (model 52; Yellow
Springs Instruments, Yellow Springs, OH). For succinate oxi-
dase activity, 40 mM Na-succinate was preincubated for 5 min
with cells before oxygen consumption was measurad,

Determination of nucleotides.

Nucleotide separation was performed by jon-exchange
chromatography (Redial-Pak Sax Cartridge 8 mm x 10 ey
Waters, Milford, MA) from processed samples of R. eili m!-
croaeroble liquid eultures after 6 h of incubation, as described
previously (Cevalios et al, 1996).

Estimation of f.galactosidase activity,

B-Gulactosidase activily was determined in 1.5-ml samples
of R. erli DEM233 or DEM233/pMR4 grown in mictoazrobic
liquid cultures, Samples were incubated for 8 b, and an In.
Srease in Ay In the presence of o-nitrophenyl B-D-galacto-
pyranoside (ONPG) was determined (Valderrama et al. 1996).
Activily was expressed as Miller units,

Nitrogenase aciivity and nitrogen content in bean plants.
Phaseolus yulgaris cv. Negro Jamaps seeds were surface

- sterilized and germinated as reported (Mendoza et al. 1995),

R. erli CE3 or CE3/pMR4 stralns used as inoculutn were
grown overnight in PY liquid medium, washed twice with

Suraln or plasmid  Relevant characierlstics Source or reference
Strainy
Rilzodium ethi
CE3 Sme derivative of wild-ryps CFN42; Nal’ Noel et al. 1984
PEM133 Ao larZ dedvative of CE3 Valderrama ot al, 1996
Escherichiacoli
B HR ;ﬁl Host strain for plasmids Boyer and Roulland-Dussoix 1969
smids
PRK2013 Helper plagmid; Km' . Plgurski and Helingk! 197
puCs1s pUCE witha 2.2'-kbfﬂndlll fragment containing the Vitrvascilla sp. vib gene plus the natlve  Dikshit and Webster 1988
promoter; Ap .
pTRIO] PIR 100 minl-RK2 vector with the 0.8-kb stability locus; Te* Welnstein st al, 1992
_ pMR4 DTRIOL with the vh® gene (2.2-%b Hindlil fragment) cloned in the AindIll slte; To' ‘This work

52

Vol 12, No. 11, 1999/ 1013




gapproxintntcly 107 cells per plany), Groups of eight plants
Inoculated with each R, oyt strain were harvested at 15, 20,
28, 30, 40, and 50 dpi, and the nodule dry weight, nitroge-
nase activity, and foliage nitrogen content were delermined
from cach plant, Experiments with the same number of sam.
Ples per veatment were done five times and similar results
were obtained. Nitrogenase activity was determined o de-

L]

and were expressed as mol of cthylene per h per g of nodule
(dry weight), Totg| nitrogen content of dried plaats was de-
termined with 2 nitrogen analyzer (ANTEK 7000; Antek
Instruments, Houston, TX) and wasg reported as mg of nitro-
gen per plant (Cevallos e al, 1996). Times of plant flower-
ing and pod filling were recorded for each experiment. A
group of 25 plants inoculated with each strain was grown
until seeds were harvested (approximately 65 dpi). Total ni-
trogen content was determined in powdered seeds (Cevailos
&t al. 1996) and was expressed as mg of nitrogen per mg of
seed (dry weight). -
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IV. DISCUSION-

La concentracién de O2 en las células infectadas del! nddulo es de 10 a

30 nM, lo cual es aproximadamente 4 o6rdenes de magnitud menor que la

concentracion atmosférica de O2. Bajo estas condiciones, la concentracién
de O2 es un factor que regula la expresién de algunos genes que participan en

la fijacién simbidtica de nitrégeno. Wittenberg (1974) encontraré que la
adicién de Lb oxigenada a una suspensién de bacteroides daba como resuitado
un aumento de 10 veces en la actividad de la nitrogenasa, lo cual sugiere que

la tasa de fijacion de N2 esta limitada por la concentracion de Og2

disponible. En esta tesis se reporta el efecto de la expresion del gen de
hemoglobina de Vitreoscilla, vhb, en Rhizobium etli tanto en vida libre
como en simbiosis. VHb es una hemoglobina que une Oo de manera reversible
y lo libera con facilidad debido a la alta constante de disociacion que
presenta.

En trabajos relacionados, el gen vhb se clondé y expresé de manera
estable en huéspedes bacterianos heterélogos (Khoshla y Bailey, 1989; Joshi
y Dikshit, 1994). La expresion estable del gen vhb en Rhizobium se llevé a
cabo al utilizar el plasmido pTR101 (Weinstein et al., 1992). Este plasmido
es un vector RK2 mini, que confiere resistencia a tetraciclina (Tct) y que
contiene el operén par que confiere estabilidad en las bacterias huésped, ain
cuando el crecimiento sea en ausencia de un agente de seleccién (Roberts et
al., 1990). El gen completo para la sintesis de VHb, bajo la accién del
promotor nativo, se clondé en el vector pTR101 para dar lugar al plasmido
pMR4. Cuando R. efli que se habia transformado con el plasmido pMR4 se
crecid en cultivos liquidos por més de 16 generaciones sin seleccién no se
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observé la perdida del pMR4, lo que indica que este vector es estable en R
etli CE3. Por otra parte, los bacteroides que se aislaron a partir de los
nédulos de las plantas que se inocularon con R.eHiCE3/pMR4 formaron
colonias resistentes a T¢, indicando que el plasmido pMR4 es estable en los
bacteroides durante el proceso simbiético. La estabilidad del plasmido pMR4
en R. etli es importante ya que otros vectores de transformaciéon en
Rhizobium, que se utilizan para introducir informacién genética nueva o
complementar mutantes afectadas en su capacidad simbiética, se pierden

durante el establecimiento de la simbiosis (Ditta et al., 1980).

El analisis de la expresiéon del gen vhben R. etli CE3/pMR4 en cultivos
de vida libre se llevé a cabo mediante hibridacién del tipo “slot blot”, que
permite detectar DNA o RNA en muestras no digeridas de &cidos nucléicos.
Al utilizar vhb como sonda para RNA total, esta prueba fue especifica debido
a que la hibridacién se llevd a cabo en condiciones de alta astringencia, a
65°C. Las muestras de RNA para la hibridacidn se obtuvieron a partir de
células que crecieron en cultivos de vida libre en condiciones de

microaerobiosis, con 0.5% de Q2. La deteccion por hibridacién mostré ia

presencia del transcrito de vhb en R. etli CE3/pMR4, mientras QUe no se
detectaron sefales inespecificas en el RNA de A. etli CE3, el cual se utilizé
como control negativo (Fig. 1 del articulo). Se pudo detectar una senal de la
presencia de VHb en R. etli CE3/pMR4 en todas las condiciones de
concentracion de Oo probadas e incluso en las condiciones de 5% (datos no

mostrados).
En analisis similares, al utilizar como molde el RNA de bacteroides de
los nodulos inducidos por la cepa R. etli CE3/pMR4 y la cepa silvestre R. etli

| CES3, se observo que el gen vhb se expresa en los bacteroides de la cepa
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transformada (Fig. 1 del articulo). Estos datos indican que el gen vhb es
activo y que se expresa en R, etli CE3/pMR4 en vida libre y en simbiosis. Sin
embargo, la expresién de vhb no implica que los transcritos se traduzcan en
proteina. Por lo tanto, fue necesario detectar VHb en R. etli CE3/pMR4. Para
este fin, se obtuvieron extractos protéicos a partir de R. etli CE3 (control
negativo) y CE3/pMR4 que se crecieron en el medio PY durante 20 horas.
Cuando las células se crecieron durante 24, 30 6 48 horas, se obtuvo VHb en
la forma oxidada, la cual no es funcional, o en un aparente proceso de
degradacién. Al mismo tiempo, se purificdé VHb a partir de E.coli HB101
mediante cromatografia de interaccién "hidrofébica e intercambio iénico, la

cual se utilizo como control positivo.

La existencia de VHb en organismos heterdlogos se ha determinado por
medio de espectros diferenciales de mondxido de carbono (CO) (Dikshit et
al.,1990; Joshi y Dikshit, 1994). En estos espectros las muestras se reducen
con ditionita (Na,S$,0,) y posteriormente se burbujea CO, el que se une al Fe

de las hemoproteinas para dar lugar a la forma Fe?+CO. Las sefales
caracteristicas del espectro difrencial con CO de VHb, tienen maximos ‘de
absorcion a 419, 532 y 570 nm, y minimos a 436 y 554 nm (Webster y Liu,
1974; Tyree y Webster, 1978). Para determinar la presencia de VHb en R.et/i
CE3/pMR4 se obtuvieron los espectros diferenciales con CO de los extractos
protéicos que se habian fraccionado con sulfato de amonio. Los extractos de
R.etli CE3 se dutilizaron como control negativo. Los resultados mostraron que
existen diferencias entre los espectros diferenciales de R. etfi CE3/pMR4 y
CE3 (Fig. 2A del articulo). El espectro de R.etli CE3/pMR4 mostré picos y
valles similares a los que se obtuvieron en VHb que se habia purificado a
partir de E. coli (Fig. 2A del articulo), y a los que se reportan para VHb de
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Vitreoscilla sp. {Webster y Liu, 1974; Tyree y Webster, 1978). Sin embargo
en R.etli CE3 los picos y valles fueron distintos, aunque se obtuvo una
maximo en la regién Soret a 421 nm con un valle a 439 nm, la cual es similar
a los valores de diversas Hbs en la forma Fe2+CO (Wood, 1984), lo cual
sugiere la existencia en R.etli CE3 de una hemoproteina con caracteristicas
espectrales similares a las Hbs. El anélisis espectral de extractos de R.elli
CE3/pMR4 mostré que en estas células se sintetiza VHb.

A la fecha no se ha demostrado la existencia de Hbs en rhizobia. Sin

embargo, Appleby (1969) reportéd analisis espectrales que sugieren la
existencia de Hbs en rhizobia. De igual forma, Keister y Marsh (1990),
reportaron una hemoproteina reactiva con CO que esta presente en la
fraccion soluble de varias cepas de Bradyrhizobium. El espectro diferencial
de CO de esta proteina tiene un maximo de absorcién a 422 nm, el cual es
caracteristico de las Hbs. La existencia de un maximo de absorcién a 421 nm
en los espectros diferenciales de R.etli CE3 sugiere la presencia de una
hemoproteina similar a las Hbs. Recientemente, se demostré la existencia de
Hbs en diferentes grupos de microorganismos, incluyendo a E. coli
(Vasudevan et al.,, 1991);, Alcaligenes eutrophus (Cramm ef al.,, 1994);
Erwinia chrysantemi (Favey et al., 1995) y Vitreoscilla {Wakabayashi et al.,
1986). Por lo tanto, es probable que las Hbs también existan en la familia
Rhizobiaceae.

Con el objeto de determinar si VHb sintetizada en R.etli CE3/pMR4 es
similar a VHb sintetizada por E. coli, se analizaron electroforéticamente los
extractos de R.etli CE3/pMR4 y R.etli CE3, al utilizar VHb purificada de E.
coli como referencia. Los resultados que se obtuvieron mostraron que VHb se
sintetiza en R.etli CE3/pMR4, y que VHb recombinante comigré con VHb que
se obtuvé de E. coli (Fig. 2B del articulo). Con base en estos resultados
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concluimos que el gen vhb se expresa en R.etli CE3/pMR4 en cultivos de vida
libre bajo condiciones de microaerobiosis (Fig.1 del articulo), y que en las
células recombinantes se sintetiza VHb (Fig. 2 del articulo). Por lo tanto, la
siguiente pregunta importante fue determinar el efecto fisiolégico de la
expresion de vhb en las bacterias que crecen en vida libre o en simbiosis.

Como ya se menciono, se ha expresado vhb en varios huespedes
heterdlogos, tal como E. coli (Khosla y Bailey, 1988; Dikshit et al. 1992;
Tsai et al. 1996a y b), Saccharomyces cerevisiae (Chen et al. 1994);
Streptomyces cividans (Magnolo et al. 1991), Nicotiana tabaccum (Holmberg
et al. 1997) y Acremonium chrysogenum (DeModena et al. 1993). Los
organismos transformados presentaron diferentes efectos debido a la
presencia de VHb, tales como (i) aumento en la tasa de crecimiento, (ii)
aumento en la densidad celular, (iii) aumento en la sintesis global de
proteina, {iv} incremento en la produccién de metabolitos especificos, y (v)
cambios en las rutas metabdlicas y/o generacion de energia. Tanto el
analisis estequiométrico (Khosla et al,1990), como la determinacion
experimental de varios parametros energéticos (Kallio et al.,1994), indican
que la expresion de VHb en E. coli mejora la velocidad de la respiracion bajo
condiciones microaerébicas al incrementar la concentracion efectiva de O,
disuelto, y ésto podria causar un incremento en la magnitud del gradiente
protén-motriz generado, resultando en una mayor produccion de ATP (Kallio
et al.,1994). Por lo tanto, con base en el efecto de la expresion de VHb en
diferentes huéspedes, se conéideré iﬁ{pdftéhté. ev;Iu.ar- Iém aéiividad
respiratoria, el contenido energético (ATP, ADP, NADH y NADPH ), asi como e!
efecto en la expresién en vida libre de los genes nifH en R. etli C3/pMR4, en
comparacién con R.etli CE3.

La actividad respiratoria de R.etli CE3/pMR4 fue de 2 a 3 veces mayor
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con respecto a R.etli CE3 al crecer en condiciones de microaerobiosis (Fig. 3
del articulo). Estos resultados sugieren que la sintesis de VHb en R.etli
CE3/pMR4 afecta la actividad de las oxidasas terminales, lo que se refleja
en la alta tasa respiratoria de R.etli CE3/pMR4. El efecto de la presencia de
VHb en organismos heterdlogos que crecen en condiciones limitadas de O, es
el aumento en la actividad respiratoria, y como consecuencia el aumento en
la produccién de ATP. El mecanismo por el cual se produce este efecto se
desconoce, sin embargo, se han realizado experimentos con la finalidad de
definir la funcién de VHb en los organismos transformados. Los resultados
que se han obtenido sugieren que la presencia de VHb aumenta la
concentracién intracelular de O, en los organismos que expresan esta
proteina. Tsai et al. (1996b) reportaron qué la expresion intracelular de VHD
en E.coli aumenta la concentracion vy actividad del citocromo bo con
respecto al citocromo bd. Estos autores encontraron que la expresion
maxima del citocromo bo se presenta en condiciones de crecimiento

aerdhico, y que su sintesis se reprime en bajas concentraciones de O,; bajo

estas condiciones estos autores también reportan que se induce. la

produccién del citocromo bd, el cual tiene una afinidad mayor por el O,. De

acuerdo con estos resultados, Tsai y colaboradores propusieron que al
aumentar la concentracion intraceiuiar de O, debido a la presencia de VHb, se

mantiene y aumenta la expresién de las oxidasas terminales aerébicas, aun
cuando en el ambiente existan condiciones limitantes de O,.

En condiciones de vida libre, R. etli expresa al menos 3 oxidasas
terminales que consisten en los citocromos aag bo y bd (Barquera et
al.,1991: Soberén et al.,1989). Durante el proceso simbidtico se expresan los

citocromos cbbs, aag,, y bo (Miranda et al., 1996) y la expresion del
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citocromo bd se reprime (Barquera et al.,1991). De acuerdo con lo propuesto
por Tsai y colaboradores es factible proponer que la existencia de VHb en
Rhizobium modifica la concentracién intracelular de O, lo quée induce un
aumento en la expresion de los citocromos aaz;y bo dando como resultado
una mayor actividad respiratoria.

Por otra parte, Bailey (1995) propuso que cuando VHb se encuentra
presente, 1a concentracién de O, en la célula es igual a la suma de la
concentracién de O, disuelto mas la concentraciéon de VHb oxigenada. Por o

tanto, VHb oxigenada podria actuar como una fuente adicional de O, para las

oxidasas terminales. Mas aldn, VHb presenta una constante de disociacion
elevada, 1o que permite suponer que VHb libera rapidamente el O, quedando en
disponibilidad de las oxidasas terminales. En el caso de Rhizobium, las
oxidasas terminales microarébicas o simbidticas tienen una afinidad alta
por el O,, por lo que la presencia de VHb y la facilidad con que ésta libera el
O, seria aprovechada para mantener un metabolismo aerobio, io que
resultaria en una mayor eficiencia en la actividad respiratoria vy un
incremento de la sintesis de ATP (Fig. 8). |

El aumento en la actividad respiratoria de R.etli CE3/pMR4 deberia
reflejarse en un aumento en la energia quimica de esta cepa. Los resultados
de este trabajo mostraron que el contenido de nucleétidos fue mayor en R
etli CE3/pMR4 con respecto a R. etli CE3 (Tabla 1 del articulo). La energia
quimica, expresada como la suma de equivalentes de ATP, fue mayor en la
cepa que expresé vhb ya que el aumento de la energia quimica fue de 23, 82 y
69% para las condiciones de 0.25, 0.5 y 1% de O,, respectivamente (Tabla 1
del articulo). Estos datos reflejan ia diferencia en la actividad respiratoria
entre R.etli CE3/pMR4 con respecto a R.etli CES3. .

61




gmm

02]}

EATHACELULAN

INTRACELULAR ADDLPT ATP

CONDICIONES
OXIDANTES

Figura 8. Modelo del posible mecanismo de accion de VHb en el incremento de
la actividad respiratoria y sintesis de ATP en las células que sintetizan esta
hemoglobina.

Ei tamano de las pozas de adenilatos es un indicador comin del
metabolismo hipéxico en los sistemas bioldégicos. En las células que crecen

en condiciones de O, limitante, la concentracion de ATP es menor con

respecto a las gue crecen en condiciones aerbbicas (Pradet y Raymond,
1983). En el caso de R. etli CE3/pMR4, la concentracion de ATP fue mayor con
respecto a R.etli CE3 en condiciones limitantes de O,. Lo anterior sugiere

que la presencia de VHb modificé la concentracion intracelular de O, en
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R.etli CE3/pMR4 -al mantener una concentracién de O, mayor a la que esta

presente en el medio, lo cual permite una actividad respiratoria mayor, [o
que resuito en el aumento de la sintesis de ATP.

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en este trabajo, es
evidente que la presencia de VHb en R.eti CE3/pMR4 tiene un efecto positivo
en la respiraciéon de las bacterias recombinantes. Bajo condiciones

limitantes de O, R.etli CE3/pMR4 presentd un incremento en la actividad

respiratoria (Fig 3 del articulo), asi como un contenido mayor de energia
quimica (Tabla 1 del articulo), en comparacién con R.etli CES3.

Para evaluar el efecto de VHb sobre la expresion ex planta de nifHc se
usoé la cepa R. etli DEM233 (Valderrama et al,1996), la cual presenta una
fusion nifHc-LacZ. Esta cepa se transforhé con el plasmido pMR4 para
determinar la actividad de B-galactosidasa en presencia y ausencia de VHb
cuando ambas cepas, DEM233 y DEM23/pMR4, se crecieron en las mismas
condiciones de microarobiosis que se utilizaron para medir la actividad
respiratoria y el contenido de nucledtidos. En ambas cepas, DEM233 y
DEM23/pMR4, la expresion maxima de B-galactosidasa se obtuvo a una

concentracion de O, del 1%, y esta actividad disminuyé aproximadamente un
80% cuando la concentracién de O, aumenté al 5% (Fig. 4 del articulo). Sin
embargo, la cepa DEM233/pMR4 presentdé una expresion de B-galactosidasa
entre 30 y 40% mayor con respecto a la cepa DEM233 cuando se crecié en las
condiciones de mayor limitacién de O, (Fig. 4 del articulo). Cuando se usaron
bajas conceniraciones de 0O,, 0.25 a 0.75 %, la presencia de VHb tuvo un
efecto positivo en la expresiéon ex planta del gen nifHc. Al parecer en

condiciones de microaerobiosis la presencia de VHb oxigenada permite que la

concentracion de O, dentro de la bacteria sea cercana al nivel dptimo, lo que
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permite la transcripcién eficiente de los genes nifH, que son los
responsables de la sintesis de la nitrogenasa. En este trabajo no se detectd
ningin efecto de la presencia de VHb en la expresién de nifHc cuando la

concentracién de O, fue del 5%, en donde no se activa la expresion de nifHe

y decrece la presencia de VHb. Sin embargo, el efecto de la presencia de VHb
en los bacteroides podria ser mayor al alterar la induccion de la expresion de
los genes nifH, ya que la concentracion de O, en los nodulos es mucho menor
con respecto a las condiciones microarébicas utilizadas en nuestros
experimentos.

Se ha propuesto que la expresién de VHb en microorganismos industrial
o agronémicamente importantes podria dar lugar a beneficios comerciales
(Dikshit et al.,1990). Aunque se ha demostrado que VHb ayuda a incrementar
la produccion de metabolitos secundarios al mantener la concentracion de O,
disuelto en niveles suficientes para promover el crecimiento (Khosla vy
Bailey, 1988; Khosravi et al.,1990; Magnolo et al.,1991), la contribucién
posible de VHb en los procesos agricolas, como la fijacion de Np, no se ha
gstudiado. Por lo tanto, con base en los resultados que se obtuvieron sobre
el efecto de VHb en cultivos de vida libre, se investigé el efecto de la
presencia de VHb en bacteroides de R. etli CE3/pMR4 durante el proceso de
simbiosis con frijol. Los parametros que se evaluaron fueron: (i) nodulacién
(i) actividad de la nitrogenasa, (jii} contenido total de Ny, (iv} contenido de

N, en semilias, y (v) desarrolio de las plantas.

Como se menciond anteriormente, el andlisis de hibridacién del tipo
sslot blot’, al utilizar el RNA aislado de bacteroides de nédulos inducidos
por R.etli CE3/pMR4, mostré que el gene vhb se expresa en estos bacteroides
(Fig. 1 del articulo). Por otra parte, se realiz(? un ensayo cualitative de la
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expresion de nifHe::lacZ en nédulos inducidos por las cepas R.eili DEM233y
DEM233/pMR4, encontrando una mayor actividad de B-glucoronidasa en los
nddulos inducidos por la cepa transformada (datos no presentados).

Los datos que se obtuvieron en este trabajo (Fig. 5 del articulo)
indican que la expresion de vhb en bacteroides de R.etli CE3/pMR4 mejora la

fijacion de N, en la simbiosis con el frijol bajo condiciones de invernadero.

El efecto positivo de la presencia de VHb en los bacteroides se refleja
principalmente en las etapas tempranas de la simbiosis, 15 a 20 dias
después de la inoculacién, en donde se presentd un incremento significativo
en la actividad especifica de la nitrogenasa. La cepa transformada, R.etli
CE3/pMR4, presentd valores mayores, cerca del 68%, con respecto a la cepa
silvestre, R.etli CE3 (Fig. 5A del articulo). La actividad nitrogenasa se
mantuvo ligeramente superior en los nédulos inducidos por R.etli CE3/pMR4
hasta las ultimas etapas de evaluacién, 50 dias depués de la inocuiacién.

El resultado del incremento en la actividad nitrogenasa en los nédulos
de las plantas inoculadas con R.etli CE3/pMR4 deberia, tal vez, reflejarse en

una acumulacién mayor de N,. El contenido total de Ny de las plantas que se
inocularon con HA.etli CE3/pMR4 fue mayor con respecto a las que se
inocularon con R.etli CE3, en donde las diferencias variaron entre 14 y 53%
{Fig. 5B del articulo). Se determiné el peso seco de las plantas en el tiempo
de evaluacién, y se encontré que el peso seco de las plantas inoculadas con
R.etli CE3/pMR4 fue ligeramente superior, entre un 10 y 20%, con respecto a
las inoculadas con R.etli CE3. Mas aun, en las condiciones que se utilizaron en
este trabajo para el desarrollo de la simbiosis, R.et/i CE3/pMR4 indujo el

inicio temprano de la fijacion de N, en las plantas de frijol, mejorando el

desarrollo de la planta adelantando del proceso de floraciéon y formacion de

vainas. Imsade (1989) reporta resultados similares al encontrar que en las
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plantas de soya con una rapida fijacion de N, se mejora e! desarrollo

vegetativo de las plantas y se acorta el periodo de formacién de semillas. En
este trabajo las plantas que se inocularon con R.etli CE3/pMR4 presentaron

un contenido de N,,16% mayor, con respecto a las semillas provenientes de

las plantas inoculadas con R.etli CES3.

Existen pocos repories sobre la modificacién de! genoma de Rhizobium
para mejorar la fijacion simbiética de nitrégeno, y no siempre existe una
correlacién entre la actividad nitrogenasa y el contenido total de N, de las
plantas. Las plantas de frijol inoculadas con cepas mutantes que presentan
una mayor actividad respiratoria, debido al aumento de la expresion def
citocromo aas y la expresion del citocromo cbbg, fijan entre 25 y 33% mas N,
en comparaciéon con las plantas inocutadas con la cepa silvestre. En las
plantas inoculadas con la cepa mutada se presentd una alta actividad
nitrogenasa en las etapas tempranas de la simbiosis (Soberon et al,1989;
Miranda et al.,1996). Cevallos et al. (1996), reportan que cuando (as piantas
de frijol se inocularon con R. etli que contiene una mutacién que afecta la
sintesis de poli-B-hidroxibutirato el contenido de N, en las plantas
inoculadas con esta cepa es 55% mayor a los 38 dias después de la
inoculacién, y 25% mayor a los 45 dias depués de la inoculacién, con
respecto a la cepa silvestre. |

Con base en los resultados que se obtuvieron sobre el efecto de la
expresién de vhb en R.etli CE3/pMR4, tanto en vida libre como en simbiosis,
podemos proponer que la expresién de una proteina que transporta el O,,
como VHb, en R. etli estimula la eficiencia respiratoria de la bacteria lo que
resulta en una mayor produccién de ATP. Al mismo tiempo, la sintesis de VHb

tuvo efecto en una mayor expresion del gen nifH, y permite explicar los altos
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niveles de actividad nitrogenasa medida durante la simbiosis, asi como el
contenido mayor de N, que se observaron en las plantas inoculadas con R. etli
CE3/pMR4 (Fig. 9).

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo sobre el fenotipo
simbidtico de R.etli CE3/pMR4, que expresa VHb, es una contribucién a la
investigacion aplicada de la fijacién simbidtica de nitrogeno. Para obtener
conclusiones definitivas sera necesario desarrollar experimentos en el
campo donde se consideren aquellos factores ambientales que determinan
una relacién simbidtica exitosa.

El enfoque que se utilizé6 en este trabajo genera un sistema para la
modulacién intracelular del O,, lo cual permite la regulacién de los genes
simbidticos fundamentales. Este sistemé permite ser optimistas en la

exploracion de la regulacién por O, a nivel de la expresion de genes

simbidticos, asi como el control de ia planta en la actividad del noédulo.
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Figura 9. Efecto de la presencia de VHb en R. etli, que propicia un incremento
en la fijacion simbiotica de nitrégeno con frijol. '
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