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INTRODUCEION

DAVID KEILIN.

Quiero comenzar esta introduccién haciendo un breve homenaje a David Keilin
quien en 1920 realiz0 experimentos cruciales sobre la naturaleza quimica de la
respiracion en células animales y de microorganismos y cuyas meticulosas
observaciones continuan inspirando investigadores y estimulando nuevo trabajo en este

campo.

Entre 1919 y 1925, durante su estancia en el Instituto  Molteno en Cambridge
Inglaterra, David Keilin estudiaba a la mosca Gasterophilus intestinalis, cuya larva vive
como parasito en el estomago del caballo; Keilin realizd estudios espectrofotométricos
(claro que con las limitaciones del momento) de tejidos de mosca adulta y observé un
patrén de cuatro bandas. El mismo patrdn o encontré en larvas, orugas y moscas

jovenes; Keilin llam¢ a estos pigmentos "Citocromos".

Entonces ocurrid uno de los casos de la ciencia en que accidentalmente se
logra un descubrimiento importante.  Keilin habia tratado de cultivar larvas de
Gasterophilus en su laboratorio e intentd alimentarlas con levaduras o con Bacillus

subtilis.  Por curiosidad, examind pastas de estas células microbianas con su



aespectrofotémetro y sorprendido observd el mismo patrén de cuatro bandas que no
podian deberse a la hemoglobina. Un dia examing levaduras frescas y observé que no
presentaban el patron de cuatro bandas; antes de que pudiera remover la muestra del
microscopio, las bandas aparecieron. Las bandas desaparecian si se agitaba la
suspensién de células. Keilin ahora no tenia dudas de que los citocromos estaban
distribuidos en todos los organismos aerobicos desde las bacterias a los mamiferos y
que eran pigmentos de tipo hemo, respiratorios, intracelulares y diferentes de la

hemoglobina (78).

Estos experimentos son la raiz de la investigacion sobre la respiracién en
microorganismos. Nuestro {rabajo de investigacion se centra en la importancia de la
respiracion durante el proceso de fijacién de nitrdgeno. El modelo gque escogimos para
desarrollarla fue el de la simbiosis entre fa planta frijol (Phaseolus vulgaris) y la bacteria

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli.

SISTEMA RESPIRATORIO: Respiracion Bacteriana.

Se le conoce a la' respiracion bacteriana como la transferencia
termodinamcamente espontanea de equivalentes reductores a partir de un reductor a
un oxidante a través de una serie de componentes redox unidos predominantemente a
membrana citoplasmética. Este proceso estd acompariado de un cambio en energia

libre, el cual depende de la diferencia de potencial del par redox (81,82).



-

La transterencia de electrones de alta energia por los complejos respiratorios
esta acoplada a la translocacion vectorial de protones al lado externo de la membrana.
Esto da como resultado un potencial electroquimico de protones que puede ser

utilizado para la sintesis de ATP (82).

Componentes de las cadenas respiratorias bacterianas.

La cadena de trasporie de elecirones bacteriana esta constituida por diferentes
componentes que asemejan a la cadena respiratoria mitocondrial (83,84). Estas
incluyen a las deshidrogenasas del malato, del succinato y det NADH, proteinas fierro-

azufre, quinonas y citocromos del tipo a, b, ¢, y d.

A continuacién describiré brevemente los componentes de las cadenas

respiratorias bacterianas:

FLAVOPROTEINAS. Las més comunes son las que oxidan malato, lactato,
glicerol-3-fosfato y dihidro-orato. Todas contienen FMN {flavin-adenin-mononuclectido)
excepto la lactato deshidrogenasa que contiene FAD (flavin-adenin-dinucledtido).
Estas ' -proteinas tienen ~al menos una subunidad que estd localizada del lado

citoplasmico de la membrana, a la cual estan acoplados fosfolipidos especificos. (82).



NADH deshidrogenasa. Este sistema fue conocido iniciaimente con el nombre
.de Complejo I; cataliza la transferencia de equivalentes reductores desde el NADH
{nicotin-adenin-dinucledtido en su forma reducida) hasta la ubiquinona o menaquinona,
siendo la via de entrada de electrones mds importante para casi cualquier sistema
respiratorio. La proteina contiene flavina unida no covalentemente (FMN o FAD) y mas

de cuatro centros Fierro-Azufre (82).

Succinato deshidrogenasa. Esta enzima cataliza la reaccién de oxidacion del
succinato a fumarato y trasfiere equivalentes reduciores preferenlemente a la
ubiquinona. El alto potencial redox de! par fumarato-succinato (30mv) hace insignificante
la contribucidn de esta enzima en fa conservacion de energia, lo que impide el bombeo

de protones (82).

QUINONAS. Las quinonas mas comunes en los sitemas trasportadoras de
electrones bacterianos son la Ubiquinona (UQ) y la Megaquinona (MQ), la cuales
estan formadas por niiclecs de 1, 4-benzoguinonas o naftoquinonas unidos a largas
cadenas de poliisoprenos. La forma reducida de las quinonas acepta dos hidrégenos
para formar los quinoles respectivos, los cuales se forman via los intermediarios

semiquinona, y esto a su vez pueden ionizarse para formar el anién QH.

La ubiquinona es componente redox de las bacterias gram-negativas mientras

que la megaquinona parece ser casi exclusiva de las bacterias gram-positivas;. sin



embargo, -las' bacterias facullalivas como las enterobacterias (por ejemplo E.col)
Eonti‘eneh'ambas guinonas. La UQ és la quinona principal durante la respiracion
aerobia 0 con nitrato como aceptor, mientras que la MQ de potencial redox mds
negétivo. esta involucrada en la transferencia de electrones en el sistema del fumarato

(82).

Citocromo a+a,. FEsta oxidasa es la mas parecida a la oxidasa mitocondrial.
Se distingue de ésta porque tiene menos subunidades que la mitocondrial y por estar
asociada a los citocromo ¢ o ¢, (85) Esia oxidasa esta presente en la mayoria de los
grupos baclerianos (38). El citocromo a+a, es reemplazado por citocromo 0 cuando las
bacterias se cultivan en bajas tensiones de oxigeno. (39,87) La absorcién
caracteristica de los grupos hemos tipo a da una absorcion de 424 y 602 nandmetros
para la enzima oxidada y de 445 y 605nm para fa enzima reducida (85). Como en el
caso de la enzima mitocondrial el citocromo ata, los dos grupos hemos se distinguen
por sus propiedades de unir ligandos. Citocromo a, une, en su forma reducida CO, CN
y ofros ligandos. El citocromo a no une estos ligandos (40). Ei citocromo ata,
contiene 2 0 3 atomos de cobre que son importantes para fa reduccién del oxigeno
(84). La enzima tiene una Km por el oxigeno de 4 a 8uM (39) por lo que se distingue

como la oxidasa terminal con menor afinidad por el oxigeno.

El citocromo asa, funciona como una bomba de protones (85). esto ha sido
demostrado con la enzima purificada y reconstituida en vesiculas membranales de fres

diferentes especies bacterianas (88, 89, 90).



Se ha distinguido en la bacteria Acelobacter pasteurianus una banda de
absorcion a 583 nm (91) que era lo suficieniemente lejana a la de citocromo at+a, lo
que permitio distinguir estas dos oxidasas (85). Esta banda de absorcién se encontrd
en E. coli y Rhizobium sp. en los que se demostrd que el hemo que contiene este
citocromo es de tipo b que pudiera ser una hidroperoxidasa (82), a este citocromo se

le llama citocromo a,.

Citocromo 0. El citocromo o es la oxidasa terminal mas representada en
diferentes especies de bacterias (39). Este citocromo esta formado por 2 o 4
subunidades dependiendo de la especie. El hemo que posee es de tipo b y se ha
reportado que puede ser encontrado unido a otro grupo hemo b © a otro grupo hemo ¢
{85). Se ha sugerido 'a parlicipacion de este citocromo fanto en la cadena de
transporte de electrones aerobica como en la cadena de fransporte de elecirones de

bajo nivel de oxigeno,dependiendo si oxida citocromos tipo b o ¢.

El citocromo o tiene una absorcidn caracteristica de citocromo de tipo b con
picos a 430 nm y 560 nm, por lo que ademas de su identificacién espectrofotométrica
es necesario identificario por su capacidad de reaccionar con CO (85). Los espectros
de preparaciones reducidas mas CO, muestran sefales tipicas con un pico a 417 nm y

valles a 430 nm y a 560 nm.



Se han reportado los valores de la Km por oxigeno del citocromo o en diversas
bacterias: de 1.8 a 6.5uM (85). El citocromo ¢ no cataliza una traslocacién vectorial de
prolones, sino que genera un gradiente de pH a través de reacciones que consumen y
liberan H+ en ambos lados de la membrana plasmatica (86). Sin embargo hay un
reporte (92) en el que se propone que este citocromo funcione como bomba de

protones en Rhodopseudomonas capsulala.

Citocromo d. Ei citocromo d se puede encontrar entre bacterias gram-
negativas heterotrdficas.  E! citocromo d generalmente se encuentra asociado al
citocromo o como oxidasa alterna (82). Se ha reportado que el citocromo d se expresa
en condiciones de limitacién de oxigeno, sin embargo no es la tnica condicion de
expresion; también se expresa en la fase estacionaria de crecimiento, en presencia de
cianuro y en condiciones de limitacién de cobre (48).

El complejo enzimatico que se ha analizado fue el purificado de E. coli y de
Photobacterium phosphoreum (93), ¥ en ambos se observé la misma constitucion de
dos subunidades de diferente peso molecular. El hemo d es capaz de unir CO (50,
51, 93). La oxidacién de quinol por citocromo d se inhibe con concentraciones de
cianuro y azida mucho mayores que las requeridas para inhibir la oxidacién de quinol
por citocromo 0 {50, 93). El citocromo d presenta una Km por el oxigeno que va de
0.02 a 0.33 uM, lo que distingue a este citocromo como la oxidasa bacteriana con

mayor afinidad por el oxigeno.



REGULACION DE LA EXPRESION DE CiTOCROMOS EN
BACTERIAS.

Los estudios de regulacidn de la expresion de genes que codifiquen para
enzimas relacionadas al trasporte de electrones en bacterias se ha realizado en su
mayoria en la enterobacteria Escherichia coli por lo que me referiré a ella, aunque
debo aclarar que su sistema respiratorio es diferente al de muchas bacterias, su
cadena respiraloria carece del citocromo ag, y tiene dos terminales oxidasas: citocromo
0 y citocromo d. Ademas E. coli es una bacteria facultativa, es decir puede obiener
energia  en aerobiosis como en anaerobiosis, ya sea por respiracion o por

fermentacion.

Sin embargo se han encontrado proteinas homologas involucradas en fa
regulacién de la respiracion de E. coli en ofras bacterias, asi que considero de gran

importancia mencionar su sistemas de regulacion.

Existen dos clases de respiracion: respiracion aerobia y respiracion anaerobia.
La primera involucra a vias metabdlicas de transporte de electrones en fas cuales la
energia es generada por el acoplamiento de la oxidacion de un sustrato a la reduccién
de oxigeno. La segunda utiliza otros aceptores de electrones diferentes del oxigeno
como el nirato, nitrito, fumarato, dimetilsulféxido, efc. El proceso fermentativo incluye
una serie de aceptores de electrones enddgenos, generando energia principaimente por
la fosforilacion de sustratos. El intercambio de una manera de producir energia a ofro

(respiracion aerobia, respiracién anaerobia y fermentacion) lleva consigo la represion de



algunas enzimas y el encendido de otras. Existen mecanismos globales de regulacion
que aseguran que se use el proceso que provea mas energia dependiendo del medio
en el que se encuentre la bacteria. Existe una decreciente preferencia por el ditimo

aceptor de electrones: oxigeno, nilrato, fumarato, aceptores enddgenos (74).

Asi durante crecimiento aercbico, los susiratos seran fotalmenie oxidados a
CO, mediante el ciclo de Krebs y la abundancia de energia es generado por la
oxidacion de coenzimas reducidas en la cadena respiratoria utiizande citocromo g
oxidasa (codificada por el operon cyoABCD) como terminal oxidasa (74). Cuando el
oxigeno se vuelve limitante esta oxidasa es reemplazada por el producto del operdn
cydAB (74), citocromo d oxidasa, la cual como mencioné antes, tiene una mayor

afinidad por el oxigeno (74) (Fig 1).

En ausencia de oxigeno son inducidas vias alternativas involucrando sustratos
fermentables. El ciclo de Krebs es convertido en una forma no ciclica por fa represion
de la enzima 2-oxoglutarato deshidrogenasa y la utilizacion de fumarato reductasa y
Piruvato formatolyasa {formato acefiliransferasa) en lugar de succinato deshidrogenasa
y piruvato deshidrogenasa respectivamente (31). La mayoria de los sustratos son

convertidos a acelato, etanol, H, y CQ,, poco succinato, formato y lactato {Fig.1).

Fue hasta 1988 cuando se identificaron dos reguladores transcripcionales de fa
expresion genética regulada por oxigeno (31, 24); Estos descubrimientos se dieron
estudiando la intercanversién de succinato y fumarato (24). ArcA, que fue descrito

porque mufaciones en este sislema dan como resultado fa expresion constitutiva de la



Glucose Pyruvaie
a pep/ POHE - Glucose
v Pyruvale —-»- Lactate H, + €O,
AcetyiCoA + €O, Pep PFL /
XH, XH co, AcetylCo + Formale
- X Ouatoacetate Carate T Pomary oy X /\,(‘
. dehydiogenases -~ €5 ™
dellymogenusog MOH ACN Oualeaivtate Curate Acetate  Cihanol
Malate Isocarate__ monf \aor ACK
f: ums icom} ) Malate  Aspanate Isooimate
= Fumarale 2:Droplmataie + €O, Fumag ASPA o
oore/ f e Fumara
=~ Succmigte i co’ umaride -Onoglutarate
SuccinyiCoh + CO, s Succinate
58 B
1 Narae N
Cytochiame 0, taductaso Hetate >
I oana d o NO; requctase | MO,
ondases -0 p
e NH;
{a) Aerobic DMSO TMNO LMso {b} Annerobic
1e0uctase pMS
| |
!
— [ . JE
FIBURA 9. Sistemas Respiratorios y metabolismo de
condiciones a)Aerobicas b)anaerodbicas.

carbono en E. coli bajo



_ Succinato deshidrogenasa y otras funciones de aerobiosis bajo condiciones anaerobias.
Fue llamado ArcA por ser deficiente en "Aerobic respiration control* (31). FNR que fue
descrito porque mutantes en este sistema son incapaces de inducir a las enzimas
fumarato reductasa y nitrato reductasa en condiciones anaerobias. Se le llamé FNR

por ser deficientes en "Fumarate and Nitrale Reduction" (31).

SISTEMA ARC. Mutaciones en los genes de E. coli arcAy arcB provocan un
incremento en la expresidn de funciones aerobias, una represion en la expresion de
funciones anaerobias y en la expresién de la terminal oxidasa d cuando se cultiva la

bacteria en bajas tensiones de oxigeno.

El mapeo genético del gene arcA ha llevado a la conclusidn de que es identico
a los genes dye, sfrA, y cpxC reportados anteriormente, cuya funcion es conferir
tesistencia a azul de tolouidina, controlar la expresion del factor F (pili), y otras

funciones esenciales para el proceso de conjugacion.

La preciccion de la estructura del producto del gene arcB, ArcB, ha llevado a la
suposicion de que ArcB sea una proteina asociada a membrana que funcione como
sensor de sefales; por ofro se especula que el producto del gene arcA, ArcA, sea un
regulador citopldsmico con dominios de unidn a DNA (26). Existe hoy en dia un
modelo en el que se sugiere que ArcB es una proteina histidin-cinasa que se
autofosforila en respuesta a la limitacion de oxigeno y entonces trasmite la sefial a
ArcA fosforilandola convirtiéndose asi en su forma "activa" (Fig 2). Se ha propuesto

que la proteina ArcB responde al estado de oxidacidn-reduccion que le proporciona
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FIGURA 2. Representacién esquematica del sistema ArcA-ArcB involucrado
en el control de la regulacion de la respiracion aerébica en E. coli.




algun componente de la cadena respiratoria, sin embargo dicho componente no ha sido

determinado (74).

ArcA responde a las sefiales de otro sensor transmembranal, CpxA. Este
parece detectar oportunidades de apareamiento y nuevamente, por sefializacion através
de fosforilacién se activa ArcA y se convierte en un activador de genes sexuales

incluyendo los concernientes de la sintesis del pili.

Asi ArcA puede funcionar tanto como activador como represor en respuesta a
.sefiales provenientes de diferentes sensores. No se ha determinado hasta la fecha si

existe una region consenso de union de ArcA a DNA.

SISTEMA FNR. El producto del gene far, FNR esta involucrado en la activacion

y represion anaerobica de un grupo de enzimas. (Figura 3).

La secuencia del gene far se asemeja al gene del receptor de AMPc (CRP)
llamado también proteina activadora de funciones catabdlicas (CAP) (31). Se sugiere
que en respuesta a la anoxia, FNR se transforma por un cambio conformacional en un
activador o represor transcripcional que reconoce secuencias especificas en los
promotores. De la secuencia polipeptidica se predice que la proteina FNR contiene un
dominio de unién a DNA con un motivo "hélice-vuella-hélice”. Difiere de la proteina
CRP en que FNR es monomérica, posee un segmento amino-terminal rico en cisteina y

en su unién equimolar al Fierro (94).



Por el momento no ha sido identificada la sefial a la que responde la proteina
FNR. Se ha sugerido que los residuos de cisteina participan en la unién del fierro y
que la interconversion a las conformaciones "aerobicas™ ¢ "anaerobicas” depende del

sitio de reduccion def fierro. (Figura 3) (26, 31).

Por experimentos tipo "footprinting” se ha establecido una secuencia consenso
de unién de la proteina FNR a DNA (55) Esta secuencia es de aproximadamente 20

pares de bases de largo y contiene una repeticion invertida de 5 pares de bases (55):

nTTGATnnnnATCAAN

Esto es tipico de secuencias reconocidas por proteinas diméricas que contienen
el motivo "hélice-vuelta-hélice" y la secuencia de la repeticién invertida se asemeja a la

reportada para fa proteina CRP:

TGTGAnnnNNNTCACA

Proteinas homdlogas a FNR han sido descritas {31, 93). Es muy importante
mencionar el caso de FixK y FnrN de Rhizobium meliloti ambas proteinas reconocen
la misma secuencia que FNR pero la sefal fisioldgica a la cual responden no es
conocida. Los residuos de cisteinas en el amino ferminal de FNR es conservado

parcialmente en FnrN pero esta ausente en FixK.
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REGULACION DE LA EXPRESION DE CITOCROMOS
OXIDASAS TERMINALES.
E. coli produce dos tipos de oxidasas terminales durante el crecimiento
aercbico: citocromo 0 y citocromo d, la diferencia entre ellas es su afinidad por
oxigeno, mieniras el citocromo o tiene una afinidad baja (K.=0.2uM), el citocromo d

tiene una alta afinidad por el oxigeno (K,=0.024uM).

La expresion de la terminal oxidasa o se da en condiciones de crecimiento
exponencial y no es expresado durante crecimiento anaerdbico. En contraste, el
citocromo d se expresa en condiciones anaerobias y en fase estacionaria del
crecimiento (96).  Experimentos utilizando fusiones genéticas mostraron que los
operones cyoABCD y cydAB estan bajo el control del sistema ArcA-FNR (31). El
operén cyoABCD es reprimido durante crecimiento anaerbico y su represion maxima
requiere la presencia de FNR y ArcA. El operdn cydAB es inducible anaerébicamente
y se hiperinduce en mutanies FNR. Esto sugiere que FNR reprime la expresion de
cydAB en condiciones anaerobicas, lo cual correlaciona con el hecho de que exista un
sitio de union a FNR en el promotor del operén cydAB (31). La hiperinducibilidad del
operén cydAB en ausencia de FNR sugiere que otra proteina pueda estar actuando
como activador positivo sobre el promotor cydAB. Se ha propuesto (15) que sea ArcA
ya que la induccion anaerobica de cydAB se reduce considerablemente en mutantes
ArcA; Por lo tanto se ha propuesto que el operon cydAB es activado por ArcA en
condiciones microaerofilicas y reprimido por FNR en condiciones anaerobicas, asi este
control dual permite al citocromo d oxidasa ser sintetzado al maximo durante

condiciones de limitacion de oxigeno en contraste a condiciones aerobicas o de total



anaerobiosis.

Datos recientes sin embarge sugieren que FNR funcione tanto como inductor

como represor de la expresion del operdn cydAB (21).

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli.

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli se encuentra clasificada dentro de las
bacterias gram negativas, ademas pertenece a un reducido grupo de microorganismos
que son capaces de reducir el nitrégeno atmosférico, proceso conocido como fijacion
de nitrégeno. Esta bacteria tiene su habitat en el suelo y es capaz de realizar una

asociacion simbidtica con las raices de Phaseolus vuigaris L.

Dentro de esta asociacion simbidtica se forma una estructura llamada nédulo,
formado por tejidos de la planta que es donde se lleva a cabo Ia fijacién de nitrégeno.
Durante el desarrollo de este 6rgano, la bacteria sufren un proceso de diferenciacion a
nivel fisiolégico y metabdlico; a la forma diferenciada de la bacteria se le conoce como
bacteroide y es ésta la que lleva a cabo fa reduccion del nitrdgeno atmosférico. E!
proceso de fijacién de nitrdgeno se realiza bajo condiciones de bajo nivel de oxigeno,
puesto que la enzima que cataliza la reaccion de reduccion, la Nitrogenasa, es sensible

al oxigeno (80).



La fijacién de nitrégeno en el bacteroide se ve limitada por la disponibilidad de
esqueletos de carbono. La planta debe proveer a la bacteria diferenciada, el poder
energético y reductor necesario para este proceso, asi como la planta requiere de
carbono y poder energético para poder asimilar el amonio el cuat es el producto de fa

fijacién de nitrégeno (97, 98).

Como se puede observar, existe una estrecha relacion entre el consumo de

oxigeno, el poder reductor, la disponibilidad de carbono y la fijacion de nitrégenoc.

Disponibilidad de esqueletos de carbono

En Bradyrhizobium japonicum, se enconird que el succinato incrementaba la
respiracion en mayor cantidad que la debida a la glucosa {100). Hay evidencia acerca
de la participacién del glutamato en la respiracion de B. japonicum (101). De esta
forma se sabe que son los acidos organicos, mas que los carbohidratos la fuente de
energia preferencial de los bacteroides. Actuaimente se conoce que son también la

fuente de energia utilizada para flevar a cabo la fijacién de nitrdgeno (102,103).
Estudios genéticos.
El Esfudio de mutantes en el fransporte y metabolismo de carbono ha

proporcionado informacion de fos requerimientos de éste durante fa simbiosis. El

succinato, el fumarato y el malato son trasportados por el mismo sistema, tanto en



bacteroides como en células en cultivo de Rhizobium meliloti, Rhizobium
leguminosarum bv. viciae y Bradyrhizobium japonicum. Las mutantes en la captacion
de Succinato son incapaces de asimilar otros dcidos dicarboxilicos y no fijan nitrégeno

(104,105)

Las mutantes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii deficientes en la enzima
Hexocinasa, en la asimilacion de fructuosa y en la piruvato carboxilasa son capaces de
realizar una simbiosis efectiva con la planta de trébol. Esto sugiere fuertemente que ni
la glucosa o la sacarosa son requeridas para la fijacion de nitrégeno en los bacteroides

de estas cepas.

Estudios posteriores (13), demostraron que los acidos dicarboxilicos son
requeridos para la formacion efectiva de nddulos ya que mutantes de Rhizobium
leguminosarum bwv. trifolii defectivas en el trasporte de succinato o fumarato lleva como

consecuencia la formacion de nodulos inefectivos.

TRANSPORTE DE ELECTRONES EN Rhizobium

El sistema de fransporte de electrones de las rizobidceas ha sido estudiado
extensivamente en Bradyrhizobium japonicum y en Bradyrhizobium sp. Estos estudios
han demostrado diferencias significativas en la composicidn y organizacion del sistema
respiratorio de los bacteroides y el de las células en vida libre. El tipo de citocromos y
de deshidrogenasas son basicamente diferentes en el bacteroide (63). Sin embargo,

las diferencias parecen ser fundamentalmente en el tipo de oxidasa que se encuentra



en cada forma diferenciada de la bacteria. Rhizobium puede crecer en vida libre en
diferentes condiciones: aerébicamente, microaerofilicamente con 2% de oxigeno, y
quimiotitotréficamente con H, y CO, como fuenle de energia y de carbono
respectivamente. En cada condicidn existe expresion diferencial del sistema respiratorio

(59).

B. japonicum en vida libre contiene citocromos intermedios de fipo b y ¢, y
como oxidasas terminales a los citocromos ata, y 0. Los citocromos a+a, y o forman
un complejo con mondxido de carbono en una atmésfera CO-0, 855 (viv), sin
embargo la respiracion no se inhibe completamente bajo estas condiciones, por lo que
parece ser que existe al menos ofro componente que se expresa en vida libre y que
actia como oxidasa erminal (64). La expresion de oxidasas muitiples es comin en las
bacterias, lo que permite a estos organismos sobrevivir en un amplio rango de

concentraciones de oxigeno.

Se ha descrito que los citocromos ¢ y a+a, forman parte de de una misma
rama del sistema de transporte de electrones, mieniras que el citocromo o forma parte
de ofro ramal el cual no oxida citocromo ¢. Mutantes de B. japonicum que carecen de
citocromo ¢ y a+a, tiene propiedades respiratorias idénficas que la mutante que solo

carece de citocromo asa, (8).

El sistema de transporte de electrones de R. leguminosarum bv. tifofi en vida
libre es similar al de B. japonicum. ya que ambas bacterias poseen el punio de

ramificacién del sistema respiratorio a nive! de citocromo b, en donde los citocromos de



¢ y a+a, forman una rama separada de citocromo o (66).

R. leguminosarum bv. trifolii, R. leguminosarum bv. viciae y R. leguminosarum
bv. phaseoli expresan el citocromo d bajo condiciones de aereacion restringida (17),

aunque su funcién como oxidasa no ha sido bien establecida.

E! NADH es el sustrato que oxidan preferencialmente las rizobidceas, el NADH
al igual que e TMPD (N,N,N‘N"-tetrametil-p-phenilenediamina) han sido mostrado ser
oxidado a mayor velocidad que el succinato (75). Esta diferencia en velocidad de
oxidacion puede deberse a la especificidad que las oxidasas tienen por los diferentes
sustratos. Se ha propuesto que el citocromo a+a, tiene una alta velocidad de recambio,
y puede soportar un fiujo mas alto de electrones de lo que puede soportar el citocromo
0. Sin embargo, €l citocromo o parece ser mas adecuado para funcionar en
condiciones de bajo O, que el citocromo a+a, (69). Las células crecidas bajo
condiciones de limitacion de oxigeno presenfan muy bajas concentraciones de
citocromo a+a, o desaparece completamente (75), lo cual es consistente con la idea
de que este citocromo terminal oxidasa no es funcional en bajas concentraciones de

oxigeno.

Generalmente, fa expresion de citocromo a+a, y 0 es reprimida en los nddulos
de Ia raiz, y en su lugar ofras oxidasa son expresadas para mantener fa simbiosis (21).
La disminucién de citocromo a+a;, ha sido correlacionada con el incremento en la
actividad de nitrogenasa en bacteroides de B. japonicum (107). Sin embargo, en un

trabajo que sirve como aniecedente a éste, se reporta que mutantes de A. phaseoli



que expresan el cilocromo a+a, en condiciones microaerofilicas son mas eficientes en
fijar nitrégeno (75, 79) Sin embargo la actividad de las terminales oxidasas citocromo
a+a,, cilocromo d y citocromo o no ha sido demostrada en nddulos (75). Mutantes de
B. japonicum deficientes en el citocromo a+a, son capaces de producir nédulos

efectivos (59).

Los bactercides de B. japonicum expresan citocromoS Ceg, Puo ¥ P, todos
estos reaccionan con el mondxido de carbono, por lo que pudiera tratar de posibles
oxidasas (88). Los bacteroides de B. sp. (lupinus) también expresan citocromo P,
(108) al igual que R. leguminosarum bv. vicia (63). Los bacteroides de B. japonicum
también contienen componentes sin grupo hemo, los cuales tienen una alta actividad
de citocromo ¢ oxidasa. Esta actividad es sensible a la atebrina, al cianuro y ofros
agentes metaloguelantes, pero no lo es al mondxido de carbono. Esta actividad puede
ser parcialmente restaurada por FAD o FMN, lo cual sugiere que la oxidasa puede ser

una flavoproteina (63).

El control de sintesis de ATP por oxigeno en los organismos fijadores de
nitrégeno se ha explicado en términos de la existencia de un sistema respiratorio
ramificado, con un ramal que tiene una oxidasa mas afin por el oxigeno y ofra
ineficiente o menos afin por el oxigeno (109). En altas concentraciones de oxigeno
(mas de 1imicromolar) la respiracion de los bacteroides de B. japonicum esta
desacoplada para la sintesis de ATP (108). Por lo que se ha propuesto que el
transporie de electrones desacoplado funciona como "proteccion  respiratoria”

manteniendo baja la concentracion intracelular de oxigeno para impedir la inactivacion



de la nitrogenasa causada por este gas.

En la figura 4 se ilustra fa posibles vias de respiracion en e! bacteroide de

Rhizobium.

NITROGENASA.

La nitrogenasa es la enzima que calaliza la reduccidn del N, a NH,. Esta
formada por dos componentes (110).  El componente | o proteina Fe-Mo, tiene un
peso molecular de 200,000 daltones y esta formada por dos tipos de polipéptidos que
forman un tetramero; Este componente contiene uno o dos dtomos de molibdeno y de

veinte a treinta dtomos de fierro.

El componente Ii de la nitrogenasa es reducida por algin donador de
electrones (ferrodoxinas, flavodoxinas, NADPR). En el estado reducido forma un
complejo con Mg-ATP, lo que proveca un cambio conformacional que permite la
interaccion con el componente | y la transferencia de un par de electrones a este
componente; este proceso esta ligado a la hidrolisis de ATP. La proteina | reducida
cataliza la reduccion de N,. Asi la reduccion de nitrdgeno molecular se lleva a cabo
dando como productos NH, y H, (111). Los dos componentes de la nitrogenasa son
sensibles al oxigeno (80). El componente Il es mas sensible que el componente I. A
pesar de la sensibilidad de fa nitrogenasa al oxigeno, la capacidad de fijar nitrégeno se
ha enconfrado en microorganismos que son aercbicos estrictos (112). Esto implica el

desarrollo de diferentes estrategias que permiten la proteccion de fa nitrogenasa del
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FIGURA 4. Esquema de las posibles vias de respiracion en el bacteroide de
Rhizobium.



oxigeno o bien de nitrogenasas insensibles a este gas (80).

PROTECCION DE LA NITROGENASA DEL OXIGENO
DURANTE LA FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO.

Existen diferentes estrategias reportadas para proteger a la nitrogenasa de su

inhibicién por oxigeno durante fa simbiosis:

{)Leghemoglobina. La leghemoglobina es una hemoproteina, de tipo globina,
involucrada en el proceso de fijacion simbidtica de nitrégeno, que se encuentra en 10s
nédulos de la raiz de las leguminosas (57). Esta proteina es de gran importancia para
¢!l proceso de la fijacién simbidtica de nitrdgeno, dado que controla la concentracion de
oxigeno en el nodulo, evitando de esta forma que la enzima nitrogenasa sea
inactivada por este gas.  Rhizobium es un microorganismo aerobio estricto, por lo
tanto requiere de oxigeno para obtener la energia necesaria para su metabolismo; asi
la leghemoglobina une oxigeno reversiblemente con gran afinidad, difundiéndolo a los
bacteroides, con un flujo que permite el funcionamiento del metabolismo aerébico y al
mismo tiempo mantiene la concentracion de oxigeno lo suficientemente baja para que
la nitrogenasa no sea dafiada. Se sabe que es la mas abundante de las proteinas
dentro del nddulo: constituye hasta el 25% de la proteina soluble total del nddulo
maduro, dandole su caracteristico color rosa. La apoproteina de la feghemoglobina es
un producto de la planta, mientras que el grupo prostético hemo es sintetizado por el

bacteroide (113).



2)BARRERA DE DIFUSION DE O, La existencia de una barrera confra la
difusién de O, en el interior de! nddulo se ha estudiado utifizando microelectrodos de
oxigeno, con los cuales se demostré que la concentracién interna de oxigeno en el
nédulo se regula en respuesta a la concentracion externa de O, (114), sin que ocurran
cambios en la respiracién (115). Se ha propuesto que la barrera se localiza en la
corteza nodular que rodea a las células infectadas (116). También se ha sugerido que

esta barrera consiste de una capa de células con espacios intracelulares (117).

3)PROTECCION RESPIRATORIA. El mecanismo de proteccion respiratoria en
organismos fijadores de nitrégeno se reporté inicialmente en Azotobacter vinelandii, en
donde se ha reconocido el papel central del sistema respiratorio sobre el proceso de la
fifacién, (60). El sistema respiratorio aporta la energia para la sintesis de ATP
necesario, ademds de la proteccion de la nitrogenasa contra el efecto dafino del
oxigeno. Esto se propuso cuando se reportd que A. vinelandii consume mds carbono
del que se requiere para satisfacer sus necesidades energéticas y de crecimiento,
cuando se cultiva en altas tensiones de O, y en ausencia de nitrégeno (61). Cuando
A. vinelandii se cultiva en estas condiciones su capacidad respiratoria aumenta de
manera considerable y este aumento en la respiracién no esta acoplado a la sintesis
de ATP (118). El citocromo d tiene un pape! preponderante. Esta enzima funciona de
manera desacoplada permitiendo el consumo de oxigeno rapido, de hecho, la actividad
del citocromo d en A. vinelandii le permite a esta bacteria tener la mds alta tasa

respiratoria reportada (61).



En diferentes especies de Rhizobium existe evidencia que sugiere la existencia
de proteccién respiratoria. Los bacteroides de B. japonicum tienen dos sitemas de
oxidasa de diferente afinidad por el oxigeno, pero solo el de alta afinidad parece estar
acoplado eficientemente a la sintesis de ATP (118). Por ofra parte, Rhizobium spp el
cual es capaz de fijar nitrégeno en vida libre, aumenta su respiracion en tensiones altas
de oxigeno (61). Con base a eslos resultados se propuso que el sistema de baja
afinidad puede funcionar como un sistema de proteccién similar al reportado para A.

vinelandii,



ANTECEDENTES.

El andlisis comparativo de los citocromos presentes en Bradyrhizobium
Jjaponicum, en vida libre y en bacteroides indicd que este organismo utiliza diferentes
oxidasas terminales en cada una de estas condiciones, ademas de poseer una cadena
respiratoria ramificada. Los citocromos de tipo aa, y o son las oxidasas terminales
utllizadas en aerobiosis. En los bacteroides de Rhizobium el citocromo o y el
citocromo a+a, desaparecen y en su lugar aparecen las hemoproteinas Cu, Cssir Pasor
Pos ¥ P Estas proteinas pudieran ser parte de una o varias oxidasas terminales
con alta afinidad por oxigeno. Los electrones son generados a partir de la poza de
ubiquinol y se transfieren a las oxidasas terminales a través de citocromos intermedios
(57). Sin embargo, a pesar de estos andlisis, no existe evidencia funcional de la
participacién de los diferentes citocromos durante fa respiracion en altas ¢ bajas
tensiones de oxigeno. Ademas se desconoce la secuencia de los pasos en la

transferencia de electrones a lo largo de la cadena respiratoria.

Para demostrar fa participacion de varios citocromoes en diferentes ramas de la
cadena respiratoria y para establecer los pasos secuenciales de la transferencia de
electrones, las mutantes con lesiones definidas en componentes individuales han sido

de gran utilidad.



Hennecke y colaboradores (35) han establecido una serie de predicciones con
respecto a la composicion y utilizacién de la cadena respiratoria en Bradyrhizobium
Jjaponicum mediante el estudio de diversas mutantes. Al describir los genes fbcF y
fbcH que codifican para la proteina fierro-azufre (fbeF) y para el citocromo b y ¢, de!
complejo be, (fbcH); observaron que mutaciones en el gene fbcH presentaban fenotipo
Fix , de aqui se concluyé que el complejo bc, es esencial para el establecimiento de

una simbiosis efectiva.

O'Brian y colaboradores (8) demostraron que mutantes inducidas por una
insercion de Tn5 en B. japonicum, que carecen de citocromo ata, son fenotipicamente

Fix'.

Bott y colaboradores (1) describieron el aislamiento de dos mutantes de B.
japonicum con fenotipo negativo para citocromo ¢ aisladas por su incapacidad de
oxidar el colorante TMPD. Experimentos de tincion de grupo hemo tipo ¢ se demostré
que una de ellas carecia de un citocromo ¢ membranal de 20 K pero si presentaba la
tincion del citocromo ¢, correspondiente al complejo be,. Este cilocromo ¢ membranal
de 20 K se ha involucrado en el transporte de electrones del complejo be, a la oxidasa
a+a,. Un dato adicional que ha ayudado a describir la composicion de la cadena de
electrones de B. japonicum fueron los experimento realizados por Thany-Meyer quien al
realizar experimentos de tincién de grupos hemo tipo ¢ en membranas de bacteroides
de B. japonicum observd que el citocromo ¢ membranal de 20 K era drasticamente

reducido, mientras que el citocromo ¢, {del complejo be,) estaba en niveles similares a



los observados en células de crecimiento aerdbico. Este conjunto de evidencias han
llevado a la proposicién de la ramificacién de la cadena de transporte de electrones de
B. japonicum a nivel del complejo be,. Este estudio, basado en el andlisis de mutantes
han llevado a construir el esquema de la figura 5 donde se muestra la cadena

respiratoria de B. japonicum.

Estos antecedentes de analisis de mutantes en otras especies de Rhizobium ha
servido a varios investigadores para adentrarse a la elucidacion del papel de la
respiracion bacteriana en la fijacion de nitrégeno. El antecedente fundamental de este
trabajo lo constituye el trabajo desarrcllado por el Dr. Mario Soberon durante su

Doctorado.

Este trabajo consistio en determinar la composicion de citocromos de la cadena
de transporte de electrones de la cepa silvestre CE3 de Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli (75), y en el aislamiento de mutantes con alteraciones en ia expresién de los

citocromos y en la fijacion de nitrégeno.

Los cultivos de células de esta bacteria crecida en medio rico contienen
citocromos de tipo b y ¢ y dos oxidasas terminales: los citocromos o y at+a, E
citocromo a+a, se expresa parciamente cuando las células se cultivan en medio
minimo y durante la simbiosis. La composicién del sistema respiratorio de R. phaseoli
es muy parecida a las cadenas respiratorias reportadas en ofras especies de
Rhizobium (2, 68). Recientemente reportaron ademas la presencia de citrocromo d

en células de vida libre de Rhizobium leguminusarum bv. phaseoli y un componente
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FIGURA 5. Esquema propuesto por Hennecke y cols. de las vias de respira-
cién de Bradyrhizobium japonicum.



(no citocromo) capaz de reaccionar con el oxigeno, el cual puede sugerirse como
flavoproteina. Esta enzima parece ser exclusiva del crecimiento aerdbico. (17). Enla
figura 4 se muestra los esquemas propuestos para el transporte de electrones de A.

leguminusarum bv. phaseoli.

En los trabajos mencionados (75, 79) se reportd el aislamiento y
caracterizacién de cinco mutantes con alteraciones en la cadena respiratoria. Estas
mutantes se identificaron por su capacidad de oxidar el colorante N,N,N',N-tetrametil-p-
fenilenediamina (TMPD). Este colorante es oxidado por la cadena respiratoria a nive!
de citocromos ¢ y a+a, ya que una mutante que carece de ambos citocromos o solo
del citocromo a+a, no puede oxidar TMPD. (79). Las mutantes fueron aisladas
después de ftratamientos mutagénicos utilizando nitrosoguanidina o el transposén Tnb,
seleccionando solamente aquellas células alteradas en su capacidad de oxidar el

colorante TMPD: TMPD" 6 TMPD,

Dos mutantes son muy importantes como antecentes a este trabajo, éstas son
las cepas CFN031 y CFNO037, ambas fueron aisladas por su capacidad incrementada
de oxidar el colorante TMPD (TMPD"). Ambas mutantes tienen derreprimida la

expresion del citocromo a+a, en microaerofiia.



Andlisis espectrofotométricos mostraron que la cepa CFNO31 carece de la sefal
caracteristica del citocromo o0 y que la cepa CFN037 tiene niveles incrementados de
citocromo a+a,. La cepa CFNO31 produce nddulos inefectivos (Fix) con marcadas
deficiencias en divisidn celular dentro del nodulo, mientras que la mutante CFN037

presentd un fenotipo con incrementada capacidad de fijacion de nitrdgeno (Fix™).



OBJETIVO

La respiracion es central en la fijacion simbidtica de nitrégeno; la respiracion
acoplada a la fosforilacién oxidativa proporciona €l poder reductor y  energético
necesarios para la reaccién de fijacion de nitrégeno (63) La respiracion puede
funcionar como un mecanismo que regula la concentracion de O, evitando la
inactivacion de la nitrogenasa (3). Esta relacion tan estrecha entre dos procesos

permite incidir en un proceso incidiendo en el otro.

El aislamiento de mutantes respiratorias de Rhizobium leguminusarum bv.
phaseoli ha permitido comenzar el estudio para establecer el papel de los diferentes
componentes de la cadena respiratoria en los procesos de respiracion y fijacion de

nitrdgeno.

El estudio de las cepas mutantes CFN037 y CFN4205 que fueron aisiadas por
su capacidad de inducir el citocromo ata, en microaerofilia presentaron un fenotipo de
actividad incrementada en la fijacion de nitrégeno en nédulos inmaduros. El nivel de
fijacién de nitrégeno en nédulos maduros es el mismo en la cepa silvestre que en
ambas cepas; sin embargo existe un aumento del 30% en la cantidad de nitrégeno
total fijado en plantas inoculadas con las cepas CFNO37 y CFN4205 . En este par de

mutantes, aunque expresan en microaerofilia a la oxidasa aerdbica a+a, las oxidasas



terminales alternas (citocromo o y d) mantienen los niveles de la cepa silvesire. Ef
citocromo a+a, es un sitio generador de fuerza protomotriz esencial para la sintesis de
ATP, lo que hace pensar que posiblemente bacteroides de estas cepas poseen mayor
cantidad de ATP disponible y esto explique su fenotipo de capacidad incrementada de
fijacion de nitrogeno (Fix™). Sin embargo el aumento en fijacién observado se puede
deber también a una menor tension de oxigeno evitando la inactivacion de la

nitrogenasa.

Por ofra parte, la mutante CFN031 con niveles bajos de citocromo o tiene un
fenotipo simbidtico deficiente en su capacidad de fijar nitrdgeno (Fix) lo que sugiere
due esta terminal oxidasa alterna juega un papel importante en e! proceso de fijacion.
Esta mutante, al igual que la cepas CFNO37 y CFN4205 induce la expresién de
citocromo a+a, en microaerofilia. El citocromo o difiere de la oxidasa terminal a+a, en
su afinidad por oxigeno; El citocromo o no es un sitio de conservacion de energia, lo
que sugiere que el citocromo a+a; por si solo no es suficiente para establecer una
simbiosis efectiva y que citocromos con mayor afininidad por oxigeno pudieran tener

un papel determinante en la proteccion de ia nitrogenasa a este gas.

La pregunta que pretendemos contestar en este trabajo es ;Qué efecto
habra sobre la fijacion de nitrogeno si se derreprimen las oxidasas alternas, que
tienen mayor afinidad por O, que la oxidasa a+a,?. Como mencioné anteriormente,
el fenotipo de la cepa CFNO31 (citocromo o) es Fix, y por ofro lado estas oxidasas

pudieran jugar un papel determinante en la proteccion respiratoria de la nitrogenasa.



La estrategia que decidimos utilizar para contestar la pregunta anterior fue el
aislamiento de mutantes de R. leguminosarum bv. phaseoli que sobreexpresen las
oxidasas alternas y analizar su fenotipo simbitico. Por otro lado, esta estrategia nos
permitird identificar genes que esten involucrados con la regulacion de las oxidasas
terminales. Esto es importante en el disefio de cepas con un contenido de citocromos

tal que la fijacion de nitrogeno sea mas eficiente.



MATERIAL Y METODOS.

CEPAS Y PLASMIDOS.

En la tabla 1 se encuentran descritas las cepas y los pldsmidos que se

utilizaron en este trabajo.

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Para el crecimiento de todas las cepas de R. leguminosarum bv. phaseoli se
utilizé el medio rico PY y el medio minimo MY: Medio Rico PY: Peplona de caseina
0.5%, Extracto de levadura 0.3%, CaCl, 7mM.  Medio Minimo MY.: Na,HPO,
12H,0:10.96 g/, KH,PO,: 2.7 g/l, (NH,),50,:1.0 g, Glucosa 2%, NH,Cl 2.5 g/l.

Para el crecimiento de Escherichia coli en condiciones aerdbicas se utilizd el
medio LB: Medio Rico LB: Triptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, pH 7.4

Para los medios solidos se agregé 15% agar bacterioldgico.  Las
concentraciones de antibidticos utilizados fueron ias siguientes: Estreptomicina (Sm)
200pg/mi, Acido nalidixico (Nal) 30pg/ml, Espectinomicina (Sp) 100ug/ml, Kanamicina
(Km) 30pg/ml, Rifampicina (Rif) 30ug/ml, Tetraciclina (Tet) 20p1g/ml, Cloramfenicol (Cm)
50pg/mi, Ampicilina (Ap) 200pg/ml.



Los cultivos en medio liquido de Rhizobium leguminosarum by. phaseoli fueron
realizados diluyendo 30 veces en medio PY un indcuio de un crecimiento de 12 horas;
E! cultivo (1000 ml) fue agitado a 250 rpm por 18 hrs a 30°C. Los cultivos en
microarofilia de Rhizobium leguminosarum bv. phasesli fueron realizados diluyendo 10
veces en medio PY un indculo de un crecimiento de 12 horas (500 m! de PY, que
previamente habfa sido inoculado con una dilucién 1/40 de un cultivo de 12hrs agitado

a 250rpm) e incubado (5 litros de PY) sin agitacidn 48 horas a 30°C.

Los cultivos en medio liquido de Escherichia coli (100ml} se agitaron a 250 rpm

' a 37°C.

Los cultivos en medio solido fueron incubados hasta observar colonias aisladas
(aproximadamente 3 dias para Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli y de 18 a 24 hrs
para Escherichia col). Las temperaturas de incubacion fueron 30°C para R.

leguminosarum bv. phaseofi y 37°C para E. coll.

CONJUGACIONES

Las comjugaciones se hicieron sobre PY solido mezclando una refacién de
células receptoras/donadoras de 5-10/1. La mezcla se recuperé en MgSO, 10mM
después de un minime de 16 horas de incubacion a 30°C para posteriormente platear

las diluciones adecuadas en los medios selectivos.



MUTAGENESIS CON Tn5 Y AISLAMIENTO DE MUTANTES

El plasmido "suicida” (por no tener origen de replicacion en R. feguminosarum
bv. phaseol) pSUP5011, el cual lleva consigo al transposdn Tn5 mob fue transferido
de la cepa $17 a la cepa silvestre CE3 por conjugacion. Se plated en el medio MY Km

suplementado con 10j1g de Azida de sodio.

EXTRACTOS CELULARES Y ACTIVIDADES RESPIRATORIAS

Después de crecer un cultivo en las condiciones deseadas, las células fueron
colectadas por centrifugacion y lavadas con buffer TCM (Tris-HCI 50mM + CaCl, 5mM}
y resuspendidas en el mismo buffer a una concentracién final de 30% (peso/volumen).
La suspension de células fue sonicada 6 periodos de 30 segundos cada uno con
intervalos de un minuto para evitar el calentamiento de la suspensién. El proceso de

sonicacion se llevd a cabo en un sonicador MSE a una magnitud de 14 micrones.

La respiracion endogena fue determinada en células enteras a 30°C en un
oximetro (yellow springs instruments Co.), la reaccion fue determinada en una cubeta
conteniendo 3ml de buffer fosfato (Fosfato de potasio 50mM, pH 7.4 excepto para la
determinacién de TMPD oxidasa que fue a pH 6.8) y e! extraclo celular (1.5ug de
proteina); la reaccion se inicid por la adicion de 5.5mM de succinato o 5.5mM de

NADH o 10mM de Ascorbato-TMPD como donadores de electrones.



Los cultivos en medio liquido de Ahizobium leguminosarum bv. phaseoli fueron
realizados diluyendo 30 veces en medio PY un inculo de un crecimiento de 12 horas;
El cultivo (1000 ml) fue agitado a 250 pm por 18 hrs a 30°C. Los cullivos en
microarofilia de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli fueron realizados diluyendo 10
veces en medio PY un indculo de un crecimiento de 12 horas (500 ml de PY, que
previamente habia sido inoculado con una dilucion 1/40 de un cultivo de 12hrs agitado

a 250rpm) e incubado {5 liros de PY) sin agitacion 48 horas a 30°C.

Los cultivos en medio liquido de Escherichia coli (100ml) se agitaron a 250 rpm

a 37°C.

Los cultivos en medio sélido fueron incubados hasta observar colonias aisladas
(aproximadamente 3 dias para Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli y de 18 a 24 hrs
para Escherichia col). Las temperaturas de incubacion fueron 30°C para R.

leguminosarum bv. phaseoli y 37°C para E. coli.

CONJUGACIONES

Las conjugaciones se hicieron sobre PY sélido mezclando una relacion de
células receptorasidonadoras de 5-10/1. La mezcla se recuperd en MgSO, 10mM
después de un minimo de 16 horas de incubacion a 30°C para posteriormente platear

las diluciones adecuadas en los medios selectivos.



ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICOS DE CITOCROMOS

Los espectros de células completas fue realizado en un especirofotometro SLM
Aminco Midan . las muestras fueron resuspendidas en buffer TCM (30%
peso/volumenn) y reducidas adicionando unos cuantos miligramos de Ditionita. Las
muestras fueron oxidadas agregando persulfato de amonio. Los espectros fueron
hechos a temperatura ambiente en cubetas de 1mi; para la cuantificacion de citocromos
los siguientes coeficientes de extincién y picos de absorbancia caracteristica fueron
utilizados (39).: citocromo @ra;Eyy e, 24mM’em’; citocromo b-Egpgs 22mMem’;

citocromo ¢-E., ., 23mM'em™ y citocromo 0-CO-E, .y, 160mM'em™.

MANIPULACION DE DNA.

E! aislamiento del DNA total de A. leguminosarum bv. phaseoli se realiz6 a
partir de cultivos crecidos 24 horas a 30 °C, las células se colectaron por
centrifucgacion y resuspendidas en buffer TE 50-20 (Tris HCL 50mM-EDTA 20mM) pH
8. La lisis se llevo a cabo por la adicion de 0.5 ml de SDS al 10% en TE 50-20 y
0.5ml de Pronasa (2mg/ml en TE 10-1, predigerida 1 hr a 37°C). La incubacién de lisis
fue de 1 hr a 37 °C. Se redujo la viscosidad pasando de 3 a 5 veces el lisado por un
jeringa; Agregando un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24-24-1) se

realizaron de una a tres extracciones recuperando la fase acuosa. Después se hizo la



extraccién 2 veces con solo cloroformo, a la fase se le agregé 0.25 M {concentracion
final) de NaCl y 2 volumenes de efanol al 100% y se dejé a -20°C 12hrs. Se recuperd
el DNA precipitado centrifugando 20 minutos a 4°C y resuspendiendo la pastila en
0.5ml de H,0 estéril.

El DNA total fue digerido con la enzima EcoRl siguiendo las recomendaciones
del proveedor. {New England Biolabs). Las digestiones fueron corridas en geles de
Agarosa 1% en buffer TBE 1X (tris-boratos) (segin Manialis et. al). Las digestiones
totales fueron trasferidas a filtros de nitrocelulosa CBAB5S (0.45m) (Scleichner and
Schuel) como fo describio Southern (1975) (118). La insercion de TnS-mob de la cepa
CFNO37 fue clonada de digestiones tolales de DNA con EcoRl en el plasmido
pSUP202 previamente cortado con la misma enzima y tratado con fosfatasa alcalina, la
reaccion de ligacion se efectud con la enzima figasa del bacteridfago T4. La mezcla
de ligasa se incubé a 14°C por 16 hrs y fue transformada en la cepa HB101 por el
método de cloruro de calcio y las colonias que tfuvieron los marcadores Km'y T¢'
fueron seleccionadas. El plasmido resultante (pLRO1) fue usado como sonda detectora
en los experimentos tipo southern, para ello, la técnica de marcaje "nick translation” fue
utilizada. Este trabajo de aislamiento de! fragmento con la insercion de Tn5 de la cepa
CFN037 fue realizado por la Técnica Académica del laboratotio Bibloga Laura

Rodriguez quien amablemente me facilité e! fragmento.



DETERMINACION DE LA FIJACION DE NITROGENO

Para las pruebas de nodulacién y la medicion de reduccion de acetileno
Phaseolus wulgaris cv. negro jamapa fue esterilizado con hipoclorito y puesto a
germinar en condiciones estériles. Las semillas germinadas de tres dias fueron
transferidas a macetas de plastico conteniendo vermiculita (medio de crecimiento sin
nitrégeno); las plantas fueron inoculadas con una suspension de bacterias en PY y
crecidas en un invernadero. A diferentes dias después de la inoculacion, la fijacién de
nitrogeno fue medida al medir la reduccion de acefileno de raices noduladas
transferidas a frascos cerrados inyectando acetileno a una concentracion final de 10%
de la fase gaseosa. La produccion de etileno fue determinada por un cromatdgrafo de

gases Packard modelo 430.

El porcentaje de contenido de nitrégeno fue estimado en homogenizados secos

de plantas determinado por un detector de nitrégeno Antek 720.

DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA

Se determind segin el método de Markwell (75). usando suero de albimina

como estandar.



TABLA 1

CEPA CARACTERISTICAS REFERENCIA

O PROCEDENCIA
R. Leguminusarum bv. phaseoli
CFN42 Cepa silvestre (120)
CE3 Sm' derivada de
la cepa CFN42 Nod"
Fix* en frijol. (120)

CE2 Rif derivada de
CFN42 {120)

CFN037 TMPD"Tn5-mob
mutante derivada (79)
de CE3.

CFNO31 TMPD**Tn5-mob
eyt o {79)

CFNO30 AZ' Tn5-mob
mutante derivada
de CE3 Este trabajo.

Escherichia coli.

HB101 F hsdS, hsdM, pro,

thi, gal, lacY, recA’

sm' (120)
PLASMIDOS.
pJB3 R68.45 Cm' Ap' T¢' (120)
pSUP202 pBR325-mob (75)
pSUP5011 pBR325 Tn5-mob (120)
pLRO1 Fragmento EcoRI de 14 Kb

Tn5-mob de la cepa

CFNO37 clonado en

pSUP202 Bigl. Laura
Rodriguez



RESULTADGS

Se ha enconfrado que existe en Escherichia coli una relacion entre la
expresion del citocromo d y la resistencia a inhibidores de Ia respiracién como KCN o
azida de sodio (14). Se han identificado mutantes cyd en Escherichia coli por su
sensibilidad a Azida de Sodio; La utilizacion de CN es dificil de manipular, debido a
que las caracteristicas quimicas que posee lo hacen muy voldtil y la presién de

seleccién no es constante.

Nuestro objetivo inicial fue obtener cepas de R. leguminosarum bv. phaseoli
que resistieran al inhibidor azida de sodio, para lo cual se realizd una mutagénesis al

azar utilizando el transpos6n TnS.

Después de la mutagénesis con Tn5 (ver material y métodos) de la cepa
silvestre CE3  se identificaron 8 mutantes que mostraban un fenotipo reproducible de
resistencia a azida de sodio mayor que la cepa silvestre, sin embargo diferian en el
rango de resistencia al inhibidor. Se determind el nimero de inserciones del
transposdn Tn5 en cada una de las mutantes mediante la técnica de Southern
utilizando un fragmento del transposén como sonda. Este experimento did como
resultado que todas las cepas mutantes contenian sélo una insercion del transposon;
sin embargo todas las inserciones de las mutantes diferfan de peso molecular, lo que
indica que se habfan insertado en fragmentos diferentes. La explicacion a este
fendmeno pudiera ser la existencia de ocho genes involucrados en otorgar el fenotipo

A7 o que las inserciones de Tn5 no fueran rsponsables del fenotipo Az En E. colf el



90% de las mutantes aisladas por su capacidad de resistir al inhibidor azida de sodio
son mutaciones puntuales que mapean en el gene sec A, que codifica para una
proteina con actividad de ATPasa y que esta involucrada con la secrecién de las
proteinas al exterior celular (112). Para evitar estas mutantes, escogimos aquellas que
claramente tuvieran ligado el fenotipo de reistencia a Azida de sodio con la presencia

del transposon (resistencia a Km).

Para ello, el plésmido pJB3 fue introducido en las mutantes; este plasmido
contiene las funciones necesarias para movilizar las secuencia mob en el Tn5 (120).
Después las cepas mutantes conteniendo el plasmido pJB3 se cojugaron con la cepa
CE2 (Rif) (120) y se seleccionaron en medio PY Rif Km, esperando asi haber
transferido la mutacién al fondo genético de la cepa CE2, en la tabal 2 se muestran los

resultados de este experimento.

TABLA 2. Resistencia a Azida de Sodio debida a la presencia del transposon
Tn5 en las diferentes mutantes. (Los nimeros indican % de colonias) (El Azida de
sodio "Az" esta en pg/ml).

CEPA PYKmRi{ PYAz8 PYAz10
JO1 X CE2 100 93.8 99.8
Jo2 X CE2 100 0 0

JO3 X CE2 100 2 5

JO4 X CE2 100 1 1

JO5 X CE2 100 3 3

JO6 X CE2 100 12 2

JO7 X CE2 100 A 4



Como se puede observar en la tabla 2, solo una mutante (JO1) tiene ligada la
resistencia a azida de sodio con la presencia del transposén Tn5; las otras mutantes
no mostraron esta caracteristica, lo cual sugiere otro tipo de mutacién responsable de
ese fenotipo. Por eso decidimos caracterizar a la mutante JO1, a la cual se le

denominara CFN030,
CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA CEPA CFNO030.

Para determinar si el fenotipo Az’ era debido a la expresion diferencial de algtn
0 algunos componentes de la cadena respiratoria, la sensibilidad a CN de la respiracion
enddgena de células de la cepa CFN030 y de la cepa CE3 fueron determinadas en

condiciones aerobicas como en microaerofilia.

La figura 6 muestra que la respiracion enddgena es igualmente sensible en
ambas cepas en la condicién de aerobiosis, sin embargo la cepa CFN030 muestra un
componente muy sensible a CN y otro que es resistente al inhibidor cuando ambas

cepas son cultivadas en condiciones microaerofilicas.

Se determiné la composicién de citocromos y las actividades respiratorias de
las cepas CE3 y CFN030 se determinaron en células cultivadas en aerobiosis y células
cultivadas en microaerofilia. La figura 7A muestra espectros diferenciales reducido

menos oxidado de ambas cepas en aerobiosis y en microaerofiia.  El trazo 1
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FIGURA @, Efecto del KCN sobre la respiracién endogena de las cepas CE3
(o,®) y CFNO30 (5,0). en condiciones de aerobiosis (o,) y microaerofilia (e,4).



corresponde a la cepa CE3 cuando es cultivada en aerobiosis, como se observa, esta
cepa expresa citocromos tipo b (picos a 430nm y 565 nm), tipos ¢ (hombro cerca de
550nm) y citocromo tipo aa, (pico a 603nm). El trazo 3 muestra un espectro diferencial
Mondxido de carbono menos reducido en la misma condicién de la cepa CE3 en donde
se puede apreciar la presencia de citocromo o (pico a 416nm, hombros a 430nm y a
560nm). La cepa CFNO30 en aerobiosis muestra un patrén de citocromos similar al

patron de la cepa silvestre CE3 (trazos 2 y 4 de Ia figura 7A).

La figura 7B muestra espectros realizados en la condicion de microaerofilia. La
cepa silvestre CE3 no expresa citocromo aa, en esta condicion y muestra también una
reduccion en los niveles de citocromos fipo b. (trazo 1). En el espectro CO-menos
reducido de la cepa CE3 se observa que no hay expresion de citocromo aa, (valles a
595 nm hasta 610 nm) y bajos niveles de citocromo o (valle a 567nm); En contraste fa
cepa CFNO30 cultivada en condiciones microaerofilicas no reprimen la expresién del
citocromo aa, (hombro a 444 nm, pico a 603 nm) y tiene altos niveles de citocromos
tipo b (picos 557-565 nm) (trazo 2). El espectro de mondxido de carbono revela que
ademds de no reprimir el citocromo aa, en esta condicion (valle 595 nm a 610 nm) la
cepa CFN030 expresa altos niveles de citocromo o (valles a 416 nm, 545 nm, 572 nm
a 431 nm, 567 nm) y también se puede distinguir una sefial caracteristica det

citocromo d {pico 634 nm a 658 nm} (Figure 7B trazo 4).
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FIGURA 7. Espectros reducido-oxidado (Trazos 1,2) y de reaccion con CO
(Trazos 3 y 4) de las cepas CE3 y CFNO30, bajo condiciones aerébicas (panel
A) y bajo condiciones de microaerofilia (Panel B). Los trazos 1 y 3 corres-
ponden a la cepa CE3 vy los trazos 2 y 4 a la cepa CFNO30. (Ver texto).



La tabla 3 muestra la concentracién de citocromos calculada a parfir de los

espectros antes mencionados :

TABLA 3. Contenido de citocromos en células completas de R. leguminosarum

bv. phaseoli bv. phaseoli bajo diferentes condiciones de cultivo.

CEPA Concentracion de Citocromos”.

b ¢ a2 o d
CE3 Aerobiosis 0.090 0.123 0,044 0004 ND°
CE3 Microaerofiia ~ 0.038 0.038 N.D. 0.0001 ND
CFNO30 Aerobiosis  0.098 0.115 0.039 0.003 ND

CFNO30 Microaerofiia 0.105 0.095 0.028  0.0133 0.010

a. Las citocromos en unidades de concentracién como nanomoles por miligramo

de proteina -1.

b. No detectadas. Los experimentos tienen una variacion  de menos de 20%.



Como se observa, cuando se cultivan en aerobiosis, ambas cepas muestran
una concentracién similar de citocromos tipo b y tipo ¢, ademds de dos terminales
oxidasas 0 y a+a,. Cuando la cepa CE3 se cultiva en microaerofilia, los citocromos
tipo ¢ y tipo b son diminuidos a una tercera parte mientras que el citocromo asa, es

reprimido por completo y solo se pueden detectar trazas del citocromo o.

Por su parte la cepa CFN030, cuando se cultiva en microaerofilia muestra los
mismos niveles de citocromo ¢ y citocromo b que los mostrados en aerobiosis ademds
de similares niveles de citocromo as+a, tanto en aerobiosis como en microaerofilia asi
como cuatro veces mds de citocromo o en microaerofilia respecto a la condicion

aerobica.

Con el propdsito de determinar el efecto de la mutacion sobre la capacidad
respiratoria de la cepa CFN030 se determinaron las actividades respiratorias {Tabla 4)
de las cepa CE3 y CFN030. Como se esperaba, ambas cepas muestran actividades
respiratorias similares cuando se cultivan en aerobiosis, sin embargo, cuando se
cultivaron en microaerofilia, la cepa CE3 mostrd tres veces menos actividad de fa
oxidasa Ascorbato-TMPD, Io cual se explica por fa falta de citocromo a+a, en esta
condicién. En microaerofilia ia cepa CFN030 mostrd niveles un poco incrementados de
actividad de las oxidasas de succinato y NADH, ademds de una actividad similar de

TMPD oxidasa.



TABLA 4. Aclividades respiratorias en extractos celulares de Rhizoblum

leguminosarum bv. phaseoli en diferentes condiciones de cultivo.

Actividad de la oxidasa"

CEPA Endégena® Succinato NADH Ascorbato-TMPD
CE3 (AY 39.58 79.03 8562 184.42

CE3 (MA) 3554 7990  78.20 61.24
CEFNO30 (A) 43.60 6480 79.46 134.50
CFNO30 (MA) 58.71 93.50 105.70 132.71

'Las actividades estan dadas en nanogramos-atomos de oxigeno consumido minuto’

miligramos de proteina”.

*Las actividades fueron obtenidas a partir de células completas.

‘Aerobiosis.

Microaerofilia

Los resultados son e! promedio de varios experimentos mostrande una variacién de

menos del 15%.



FENOTIPO SIMBIOTICO DE LA CEPA CFNO30.

El fenotipo simbidtico de la cepa CFNO30 fue determinado inoculando tres
macetas con tres plantas de Phaseolus wulgaris cv. negro jamapa cada una. La
cantidad de fijacién de nitrégeno fue determinada por el nitrdgeno total encontrado en

las plantas de 34 dias después de la inoculacién:

TABLA 5. Nitrégeno total de plantas inoculadas con las cepas CE3 y CF030."

Cantidad de nitégeno total

CEPA (mg [peso seco]")
CE3 261 +/- 0.28 (SD)
CFN030 3.25 +/- 0.24 (SD)
* La determinacion se realiz6 34 dias después de Ia inoculacion.

® Desviacion estandar.



Como se observa en la tabla 5, las plantas inoculadas con la cepa mutante
presentaron 25% mas nitdgeno que las inoculadas con la cepa silvestre. Estas
diferencias son las mismas reportadas para la cepa CFN037 (79) previamente aislada
en nuestro laboratorio, cuyo fenotipo es el de derrepresion del citocromo asa, cuando
se cultiva en microaerofilia; esta mutante presenté una actividad de nitrogensa alta en
nodulos jovenes (79). Por ello medimos la actividad de Ia nitrogenasa en plantas

inoculadas con las cepas CE3 y CFNO30 a varios tiempos después de la inoculacion.

Como lo muestra la figura 8, ambas cepas alcanzan el mismo nivel de
actividad de nitrogenasa, sin embargo, la cepa CFNO30 alcanza el maximo de actividad
4 dias antes que las plantas inoculadas con la cepa silvestre CE3 lo cual expiica el

alto contenido de nitrégeno en las plantas noduiadas con la cepa CFN030.

Dado que la cepa CFNO30 tuvo un fenotipo similar al de la cepa CFN037
previamente aislada por insercion de Tn5, la cual también mostré una derrepresion de
la actividad del citocromo a+a, en microaerofilia (79) fue importante determinar que la

mutacion de la cepa CFN030 fuese diferente a la de la cepa CFN037.

Para ello, utllizamos el fragmento EcoRI (14Kb) que contiene 'a insercion de
Tn5 de la cepa CFN037 (ver métodos) como sonda para hibridizar contra DNA total
digerido con la enzima EcoRI de las cepas CFN030, CFNO37 y CE3.
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FIGURA Cinética de actividades de reducciéon de acetileno de nédulos
inoculados con las cepas CE3 (o), y CFNO30 (e). Las barras indican desvia-

cién estandar de tres experimentos diferentes.



Como musstra la figura 9, la cepa CEJ tiene solo una banda de hibridizacion
de 6.5Kb. La cepa CFNOJ7 no hibridizo el fragmento de 6.5Kb pero mosiré una sefial
de 14Kb. La cepa CFNO30 tuvo la sefial de 6.5Kb y una sefial de 16.4Kb. Esto indica
que la mutacion debida a la insercidn del Tn5 en la cepa CFNO30 es diferente a la

insercion Tnb5 de la cepa CFNO37.

Ademas la cepa CFNO37 y la cepa CFNO30 dificren en su resitencia al
inhibidor azida de sodio, en su crecimiento en placa (Tabla 6). Por otra parte se
determind la sensibilidad a CN de la respiracion endégena de CFNO37 y CFN030, y
como se observa en la figura 6 la respiracion enddgena en condiciones aerdbicas es
similar en ambas cepas, mientras que en microaerofiia la cepa CFNO37 es mads

sensible al inhibidor que la CFN030.

TABLA 6. Resistencia al inhibidor Azida de sodio de las cepas CFN030, CFNO37

y CE3 en placa.

Azida de sodio
{ug/mi)

CEPA

5 8 10 12 20
CE3 + . - - -
CFN037 + - - . -
CFNO30 + + + -

*Crecimiento normal.
*Ausencia de crecimiento.
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FIGURA 9. Hibridizacién tipo Southern de DNA total digerido con la enzima
EcoRl de las cepas CE3 (carril A), CFN0O37 (carril B) y CFNO30 (carril C), con
el fragmento EcoRI-EcoRl que contiene la mutacién (insercién del traspsén
Tn5) de la cepa CFNO37.



DISCUSION

En este trabajo se reporta el aislamiento y caracterizacion de una mutante
(CFNO30) de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli que se obtuvo seleccionando
colonias resistentes al inhibidor Azida de sodio. La mutagénesis fue hecha al azar

utilizando el transposén Tn5.

En Escherichia coli mas del 90% de la mutantes que presentan el fenotipo Az’
tienen mutaciones puntuales que mapean en el gene sec A, el cual estd involucrado en
la exportacién de proteinas al exterior de la célula (14). Si este fuera el caso para
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli esto explicaria los datos de Ia tabla 2, donde
se identificé solo una mutante {CFNO30} cuyo fenotipo Az’ es causado por la insercion

de Tn5.

La respiracion enddgena de la cepa CFNO30 cultivada en microaerofiia es mas
resistente a la inhibicién por CN que la cepa silvestre, esto podria explicar el fenotipo
Az’ de la cepa CFN030. Se pudo establecer una derrepresion de las oxidasas
terminales o y a+a, en la condicién de microaerofilia, asi como también se observé
que la cepa CFNO30 tiene incrementada cuatro veces la cantidad de citocromo o
cuando se cultiva en microaerofilia con respecto a la condicidn de aerobiosis. Los altos
niveles de citocromo o pueden explicar la resistencia a CN, ya que en otras especies
bacterianas se ha descrito que la respiracion através de citocromo o es mas resistente

a CN que Ia llevada a cabo através del citocromo aia, (18).
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El espectro de mondxido de carbono de células de la cepa CFN030 en fa

condicion de microaerofilia mostré una sefial caracteristica de citocromo d.  Durante el
desarrollo de este trabajo de investigacion en todas las condiciones en las que cultivé
la cepa silvestre CE3 no observé la sefial de este citocromo; Sin embargo reportes
recientes (17) han demostrado la existencia de este citocromo en Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli bajo condiciones de cultivo diferentes (17). Con eflo se ha
establecido que esta bacteria tiene tres terminales oxidasas: o, d y a+a,. Sin embargo,
no se ha demostrado si el citocromo d es una terminal oxidasa funcionat en R.
leguminosarum bv. phaseoli. Experimentos posteriores demostraron que la cantidad de
citocromo d encontrada en la cepa CFNO30 no es relevante para la resistencia de fa

respiracién de esta cepa a CN (Mario Saberén, datos no publicados).

La cepa CFN30 tiene una aclividad incrementada de nitrogenasa, la cual
parece ser es solo observada en nddulos jévenes. Este fenotipo es similar al descrifo
previamente (79} para ofra mutante (CFNO37) que también derreprime la expresion del
citocromo terminal oxidasa a+a, en microaerofilia. La mutante CFNO37 tiene niveles
similares a los de fa cepa silvestre CE3, de citocromo o en microaerofifia, fo que
suglere que el fenotipo de alta actividad de nitrogenasa en ambas mutantes se debe a

la derrepresion def citocromo a+a,.

Las posibles razones para explicar a qué se debe el fenotipo de mayor fijacién
de nitrégeno en nddulos inmaduros de estas mutantes puede tener varias alternativas

(que no son excluyentes una con ofra) y son las siguientes: 1}E! ATP disponible para



ESTA TESE NE fial
SALR BE LA BeldiLiA

El espectro de monéxido de carbono de células de la cepa CFN0O30 en la
condicidn de microaerofilia mostré una sefial caracteristica de citocromo d. Durante el
desarrollo de este trabajo de investigacion en todas las condiciones en las que cultivé
la cepa silvestre CE3 no observé la sefial de este citocromo; Sin embargo reportes
recientes (17) han demostrado la existencia de este citocromo en Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli bajo condiciones de cultivo diferentes {17). Con ello se ha
establecido que esta bacteria tiene tres terminales oxidasas: o, d y a+a,. Sin embargo,
no se ha demostrado si el citocromo d es una terminal oxidasa funcional en A.
leguminosarum bv. phaseoli, Experimenlos posteriores demostraron que la cantidad de
citocromo d encontrada en fa cepa CFN030 no es relevante para la resistencia de la

respiracion de esta cepa a CN (Mario Soberdn, datos no publicados).

La cepa CFN30 tiene una actividad incrementada de nitrogenasa, fa cual
parece ser es solo observada en nddulos jovenes. Este fenotipo es similar al descrito
previamente (79) para otra mutante (CFN037) que también derreprime la expresion del
citocromo terminal oxidasa a+a, en microaerofilia. La mutante CFNO37 tiene niveles
similares a los de la cepa silvestre CE3, de citocromo 0 en microaerofilia, o que
sugiere que el fenotipo de alta actividad de nitrogenasa en ambas mutantes se debe a

la derrepresion del citocromo at+a,.

Las posibles razones para explicar a qué se debe el fenotipo de mayor fijacién
de nitrégeno en nddulos inmaduros de estas mutantes puede tener varias alternativas

(que no son excluyentes una con otra) y son las siguientes: 1)EI ATP disponible para



proveer la energla requerida en el proceso de fijacién de nitrégeno, ya que el
citocromo a+a, es un sitio de conservacion de energia y ambas tienen el fenotipo de
expresion de esta terminal oxidasa en microaerofilia. 2)La baja tension de oxigeno
provocada por la expresién en grandes cantidades del citocromo 0 y por el citocromo
a+a, 3)Ambas mutaciones afectaron el proceso de infeccion y por ello infectan mas

rapido.

Ei contenido de citocromos de la mutante CFNO30 sugiere la expresién de
oxidasas terminales alternas no da un fenofipo acumulativo en el incremento de la

capacidad de fijacion de nitrégeno.

En Escherichia coli se han descrito dos sistemas genéticos independientes
involucrados en Ia activacion de la terminal oxidasa aercbica {citocromo o en E.col) en
bajas tensiones de oxigeno. El primer sistema involucra dos gvenes: arcA y arcB, que
pertenecen a la familia de sistemas de dos componentes "SENSOR-EFECTOR", ArcB
es una proteina cinasa membranal y se autofosforila (conformacién activa) en bajas
tensiones de oxigeno o en condiciones en la que se ve afectada la cadena de
trasporte de electrones para trasmitir la sefal a ArcA (fosforildndola) que es una
proteina citopldsmica. ArcA tiene sitios de unidn a DNA. Cuando es mutados alguno de
estos genes, los niveles de citocromo o se elevan considerablemente en condiciones
microaerofilicas (74). En estas mutantes (arcA o arcB) la expresion de la oxidasa de
microaerofiia (citocrome d en £ col) se reduce dos veces al cultivar la bacteria en
bajas tensiones de oxigeno con respecto al cultivo aerdbico (74). El sistema arc tiene

que ver con la regulacién general de genes que son necesarios bajo condiciones



aerobicas (74). El segundo sistema es el gene fr, el cual en E. coli es necesario
para la derrepresion de genes necesarios en anaerobiosis (74). La tensién de oxigeno
es la sefial a fa que responde FNR producto del gene far  Mutantes en este gene
tienen altos niveles de citocromo o y tres veces incrementada la expresion de

citocromo d en microaerofilia (77).

Estos fenotipos Arc y Fnr podrian relacionarse a ef de las mutantes CFNO37 y
CFNO30 respectivamente, ya que en Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli la oxidasa
de aerobiosis es el citocromo a+a,; en el caso de la mutante CFNO37 en la condicién
de microaerofilia esta oxidasa es expresada a diferencia de la cepa silvestre. Ademas
en esta mutante, la expresion de las oxidasas terminales de bajas tensiones de

oxigeno (Citocromos d y o) no son expresadas en forma significativa.

Por ofra parte la mutante CFNO30 tiene un fenotipo similar al descrito para las
mutantes for ya que en microaerofilia expresa la terminal oxidasa aerdbica (citocromo
a+a,) y las consideradas oxidasas de bajas tensiones de oxigeno (citocromo g y d)
son expresadas a niveles incrementados en microaerofilia. Sin embargo, el hecho de
que ambas cepas puedan crecer en presencia de NO, como aceptor de electrones

indica que ninguna de ellas es una mutante tipo for.

Sera muy importante determinar mediante el andlisis de estas mutaciones si
existe un sistema global de regulacion en Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
similar al que existe en E. coli. Para ello nos proponemos a realizar experimentos tipo

Southern usando como sonda los fragmentos que contienen a los genes arcB, arcA y



fnr. Ademas de la secuenciacion de dicha mutacion aportara datos de homologfa con

proteinas de olros sistemas bacterianos.

Se realiz6 una andlisis comparativo de la secuencia nucleotidica reportada para
los genes arcA y arcB en el GENBANK (versién marzo 1990). Hasta esa fecha no
habia sido reportada alguna secuencia significativamente homdloga en el género

Rhizobia.

En los objetivos de este trabajo se mencioné que mutaciones que afectaban a
la oxidasa terminal aerobia, citocromo a+a, presentaban un fenotipo de incrementeada
fijacion de nitrdgeno, estas mutaciones no afectaban la expresion de las demas
oxidasas terminales. En la mutante CFNO30 esta caracteristica la presenta, pero
ademas tiene sobreespresada la oxidasa terminal o y parece no haber efecto
acumulativo al tener esta mutacion. Seria de gran utilidad poder identificar dobles
mutantes a partir de la CFN0O30 que carecieran de expresion de a+a,. Asi se podria
establecer la capacidad de! citocromo o para mantener la fijacién de nitrdgeno. Por
ofro lado la identificacion de este gene afectado nos ayudard a establecer los
mecanismos de regulacion de la expresion de los citocromos terminales oxidasas de R.

lequminosarum bv. phaseoli.
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