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~ INTRODUCCION



El nitrégeno (N) es un elemento esencial para todos los seres vivos, ya que forma
parte de moléculas esenciales para la vida como son las proteinas, los dcidos nucléicos, las
vitaminas y los coenzimas. Es, ademds, con la excepcion del agua, el nutriente limitante
mdés comin en la prictica de la Agricultura. La mayoria de los elementos, que junto con
el N, intervienen en la composicion de los seres vivos, carbono (C), hidrégeno (H),
oxigeno (O) y azufre (S), estdn sometidos a procesos ciclicos en la biosfera por los que se

renuevan continuamente.

De todos esos elementos; el N presenta la paradoja de que aunque en forma
moleculér (N,) representa el 78% de la composicion de la atmésfera terrestre, la demanda
de nitrégeno fijado excede su disponibilidad. El ciclo del N en la biosfera, una de cuyas
representaciones se muestra en la Fig. A, nos muestra que para que pueda ser utilizado por
las plantas y el resto de seres vivos, el N, ha de ser fijado. Este proceso puede ocurrir tanto
de forma espontdnea en la atmdsfera, como por procesos industriales o por procesos
biolégicos. Desde un punto de vista cuantitativo, se puede establecer que la fijacién de
nitrégeno en la biosfera representa, aproximadamente, 280 x 10° Tm por afio. De esta
cantidad, se podrfan atribuir 180 x 10° Tm a la fijacién bioldgica, 70 x 10° Tm a la fijacién
industrial (proceso de Haber-Bosch) y 30 x 10° Tm a la fijacién espontinea debida a

procesos fisicos de la biosfera (Postgate, 1987; Martinez Toledo, 1992).
. N2 g
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Figura A. Representacién esquemdtica del ciclo del N en la biosfera.



1. Fijacion biolégica de nitrégeno.

Por fijacién biolégica de nitrégeno se entiende la reduccién de dinitrégeno
molecular a amonio (NH,") catalizada por el enzima nitrogenasa. Unicamente los
organismos de los reinos Eubacteria y Archaeobacteria son capaces de llevar a cabo esta
reduccién, mientras que ningin eucariota tiene la habilidad de fijar N,. Dentro de las
eubacterias las hay que pueden fijar nitrGgeno en vida libre, en asociaciones mutualistas
(simbiosis) o en ambas condiciones. De los sistemas fijadores de N,, la simbiosis
mutualista que establecen las leguminosas y las bacterias de la familia Rhizobiaceae es la
de mayor significacion agricola, no sélo por el interés de las plantas implicadas, sino

también por la cantidad de N que este sistema incorpora al suelo por unidad de superficie.

Desde que las bacterias de la familia Rhizobiaceae se encuentran en el suelo, junto
a la raiz de una leguminosa, hasta llegar a la fijacién de N,, se suceden una serie de etapas,
en las que de una manera mds o menos especifica, interaccionan bacteria y planta
induciendo mutuamente la expresion fenotipica del cardcter que corresponde a cada
momento. El conjunto de etapas se pueden resumir en las llamadas propiedades
simbidticas: especificidad, infectividad y efectividad o capacidad de fijar dinitrégeno. De
la especificdad son responsables los flavonoides, compuestos de bajo peso molecular,
derivados del metabolismo de los fenoles, que inducen, a bajas concentraciones, los genes
nod (nol) responsables, en cada especie de la familia Rhizobiaceae de la sintesis de un
compuesto especifico formado bdsicamente por tetrasacdridos de glucosamina modificados,
que junto con los lipopolisacaridos, exopolisacdridos y oligosacdridos ciclicos pueden dar

lugar a la formacién de los nédulos (revisado por Caetano-Anollés y Gresshoff, 1991).

1.1. Actividades de la nitrogenasa.

En la 1dltima etapa, ya en el interior de los nddulos, los formas vegetativas se
transforman en células especializadas llamadas bacteroides. Estos son los encargados de
sintetizar el enzima nitrogenasa, que lleva a cabo la reduccién del N, a NH,". La estructura,

composicién y propiedades del complejo enzimdtico nitrogenasa son similares en todas las




especies de las que se ha aislado. Este complejo se compone de dos proteinas:
molibdoferroproteina (componente I o nitrogenasa) y ferroproteina (componente II o
nitrogenasa reductasa). Separados el uno del otro, ningiin componente es activo por si
mismo. En algunas especies de Azotobacter se ha demostrado la existencia de un complejo
nitrogenasa alternativo que consta también de dos unidades, de las cuales el componente
I contiene vanadio en vez de Mo (Bishop et al. 1980; Robson et al. 1986; Bishop et al.
1988). También se ha descrito la existencia de otra nitrogenasa en la que el Fe es el tinico

metal que forma parte del centro activo (Bishop et al. 1988; Bishop et al. 1990).

En una atmésfera de N,, el enzima nitrogenasa de todos los microorganismos de los
que se ha aislado, cataliza, ademds, la reduccién de protones (H') a hidrégeno (H,) de
forma simultdnea a la reduccién de N, a NH;. Este proceso es dependiente de ATP (Bulen
y LeCompte, 1966) y representa una pérdida de energia y electrones, por lo que disminuye
la eficiencia de la fijacién de N,. Sin embargo, la reduccién de H* por la actividad
nitrogenasa es un hecho inevitable ya que incluso bajo una presién de 50 atmdésferas de N,
se sigue produciendo H, (Simpson y Burris, 1984). El mecanismo mds aceptado para
explicar la produccién de hidrégeno concomitante a la fijacién de N, fue propuesto
inicialmente por Chatt (1980) y revisado posteriormente por Thorneley y Lowe (1982) y
Eisbrenner y Evans (1983). En el modelo citado (ver revisién de Thorneley, 1990), los dos
componentes del enzima nitrogenasa se asocian y se disocian cada vez que se transfiere un
electr6n de la ferroproteina a la molibdoferroproteina. La transferencia sucesiva de 3
electrones y de 3 protones a la MoFe-proteina generaria un trihidruro ligado a Mo, con
pasos intermedios de mono y dihidruro. El N, desplazaria dos 4tomos de hidrégeno del
trihidruro, recibiendo posteriormente, en ciclos sucesivos, los 5 electrones restantes

necesarios para su conversién en NH,.

El modelo descrito predice una estequiometria de 1 mol de H, producido por mol
de N, fijado, lo que implica, segln la ecuacién general propuesta para la fijacién de
dinitr6geno, que el 25% de la energia que se emplea en la fijacién de N, se consume en
generar H,, hecho que supone una importante fuente de ineficiencia del complejo

-nitrogenasa. La distribucién de electrones hacia N, o H" estd condicionada por factores




tales como la temperatura (Hwang y Burris, 1972), la proporcién de los dos componentes
de la nitrogenasa (Hageman y Burris, 1980) y la relacién ATP/ADP (Hageman et al. 1980).
Estas variables, junto con el nivel de compuestos reducidos que llegan a la nitrogenasa,
afectan a la capacidad de reciclaje de la MoFe-proteina, lo que influye directamente en la

cesidon de electrones a los sustratos.

Schubert y Evans (1976) disefiaron un método para estimar la proporcién del flujo
de electrones que se utiliza para reducir dinitrégeno basado en las siguientes observaciones:
a) en presencia de concentraciones saturantes de acetileno, no hay produccién de hidrégeno
y, por tanto, el flujo de electrones a través de la nitrogenasa viene dado por la velocidad
de reduccién de acetileno a etileno; b) en atmdsfera de dinitrégeno, el flujo de electrones
se reparte entre el dinitrégeno y los protones y c) en atmésfera de argdn, el flujo de
electrones es proporcional al nivel de reduccién de acetileno. Estos conceptos permitieron
definir el pardmetro llanado eficicencia relativa (ER) como medida para estimar la
capacidad energética relativa con la que se realiza la fijacién de dinitrégeno:

ER= 1 - (H, produdido en aire/C,H, producido em atmésfera de acetileno).

1.2. Oxidacién de hidrogeno en nédulos de leguminosas.

Phelps y Wilson (1941) detectaron la actuacién de un enzima capaz de oxidar H,
en nédulos de guisante. Estas observaciones fueron confirmadas por Dixon (1967) quien
demostré que la actividad de consumo de hidrégeno (actividad Hup) se localizaba en los
bacteroides (Dixon, 1968). Desde entonces, se han analizado muchas cepas de rizobios con
el fin de determinar la presencia o ausencia de actividad Hup. Los resultados de estos
ensayos se han recopilado en distintas revisiones (Evans et al. 1987; O’Brian y Maier,
1989; Arp, 1990, 1992), y de ellos es de destacar la baja frecuencia de cepas que poseen
el sistema hidrogenasa. Ninguna de las cepas de R. meliloti analizadas y sélo el 8% y el
13% de las cepas de Rhizobium sp. (Sesbania) y R. leguminosarum biovar vicieae,
respectivamente, expresan actividad hidrogenasa. Tampoco se ha detectado actividad Hup
en R. loti (Monza et al. 1989) ni en Rhizobium sp. (Cicer) (Minguez y Ruiz Argiieso,

1980). En R. leguminosarum biovar phaseoli se ha descrito la existencia de cepas con alta




eficiencia relativa (Hungria y Neves, 1986). La presencia de actividad Hup estd mds
extendida en las especies de lento crecimiento, ya que entre el 19% y el 25% de las cepas
de B. japonicum y el 70% de las de Bradyrhizobium sp. (Vigna) analizadas poseen un
sistema de oxidacién de hidrégeno, que en la mayoria de los casos es capaz de reciclar

todo el hidrégeno producido por la nitrogenasa (Arp, 1992).

La expresién de la actividad hidrogenasa en los bacteroides estd regulada por una
serie de factores entre los que se incluyen: edad de la planta, nivel de iluminacién y
concentraciéon de sodio en la solucién nutritiva (Bethlenfalvay y Phillips, 1979;
Sheikholeslam et al. 1980; Kapulnik y Phillips, 1986), adema4s de las condiciones propias
de los nédulos como son la microaerobiosis y el aporte controlado de fuentes carbonadas

desde la planta.

Por otra parte, la capacidad de oxidar hidrégeno por los bacteroides estd fuertemente
influenciada por la especie de leguminosa hospedadora, ya que una misma especie de R.
leguminosarum expresa distinto nivel de actividad Hup en simbiosis con P. sativum, V.
faba o V. bengalensis (Dixon, 1972). Ain mds, este efecto también se observa cuando se

utilizan variedades diferentes de una misma especie de leguminosa (Bedmar ef al. 1983).

El sistema hidrogenasa puede representar una serie de beneficios para la simbiosis
como son: a) proteger a la nitrogenasa de la inactivacion por el oxigeno, b) impedir la
competicién entre hidrégeno y nitrégeno por la nitrogenasa y c¢) recuperar parte del ATP
perdido durante la produccién de hidrégeno, mediante el acoplamiento de la sintesis de
ATP a la oxidacién del hidrégeno (Dixon, 1972). A partir de estos efectos beneficiosos,
observados in vitro, se ha establecido en soja (Glycine) y en "cowpea" (Vigna) que la
inoculacién de estas plantas con cepas de B. japonicum que poseen actividad hidrogenasa
produjo un incremento de la fijacién de dinitrégeno y un aumento del peso seco y del
contenido en N de las plantas, en relacién con aquellas que fueron inoculadas con cepas
que carecian de actividad Hup (Evans et al. 1987; Arp, 1990). Sin embargo, no se ha

podido demostrar que el empleo como inoculantes de cepas con o sin actividad Hup de R.




meliloti (pIJ108, Hup®) o de R. leguminosarum produzca en alfalfa o guisante efectos

similares a los descritos en soja (Bedmar et al. 1984; Cunningham et al. 1985).

Sin embargo, el papel fisiolégico que desempeiia la actividad hidrogenasa se ha
puesto en entredicho ya que se ha indicado que el consumo de oxigeno durante la
oxidaci6n del hidrégeno representa una deficiencia energética. Esto serfa debido a que, en
condiciones limitantes de oxigeno, como las que ocurren en los nédulos (aproximadamente
10 mM, Witenberg, 1980; Appleby, 1984), los equivalentes de reduccién que podrian
originarse a través de la cadena repiratoria por la oxidacién de los sustratos endégenos
utilizando oxigeno como aceptor final de eletrones, son menores que los que pueden

producirse si ese oxigeno se emplea en la oxidacién de hidrégeno (Stam er al. 1987,
Delgado et al. 1991).

2. Efectos del nitrato sobre la nodulacién y la fijacion de dinitrégeno.

Los nédulos de las leguminosas pueden considerarse como 6rganos especializados
donde ocurre la fijacién de dinitrégeno por los bacteroides de las células infectadas, de
igual modo que las hojas de las plantas son los érganos especializados donde se lleva a

cabo la fijacién de CO, por los cloroplastos u otros plastidios.

La tasa de fijaciéon de dinitrégeno en las leguminosas noduladas depende de las
especies hospedadoras, ademds del microsimbionte y de otros factores generales como tipo
de suelo, temperatura, macronutrientes, micronutrientes y régimen de agua. Las
leguminosas herbdceas con importancia agricola como alfalfa o trébol tienen las tasas mds
elevadas de fijacién de dinitrégeno, que estdn en torno a 250 kg de N por Ha y afio,
seguidas del guisante, 150 Kg de N, mientras que los valores para soja o lenteja oscilan
alrededor de los 100 kg de N. En leguminosas lefiosas, los valores de fijacién de
dinitrégeno varfan alrededor de los 150 Kg de N por Ha y afio y, excepcionalmente, se ha
descrito que Sesbania rostrata puede alcanzar hasta 700 Kg de N por Ha y afio (Werner,
1992). A pesar de estas tasas de fijacién, la importancia de ura determinada simbiosis

vendrd dada por la extensién de su cultivo, es decir, por la amplitud de su utilizacién en



la Agricultura mundial. Asf la simbiosis con soja al ser utilizada tanto como fuente de
alimento humano como para pienso en ganaderia o como semilla productora de aceite,

resulta ser la de mayor importancia a nivel global (Smith y Huyser, 1987).

Aunque la capacidad de las leguminosas para formar simbiosis efectivas fijadoras
de dinitrégeno con bacterias de la familia Rhizobiaceae reducen sus requerimientos por el
nitrégeno del suelo, el méximo desarrolo y rendimiento de esos cultivos no puede
alcanzarse en ausencia de nitrégeno combinado (Hageman, 1979). De hecho, se ha
demostrado tanto en soja (Thibodeau y Jaworski, 1975), como en judia (Franco et al. 1979)
y en guisante (Dejong er al. 1982) que esas plantas pueden beneficiarse del efecto
complementario de los procesos de fijacién de dinitrégeno y reduccidn del nitrato. Cuando
ambas fuentes estdn disponibles, la contribucién de la fijacion de dinitrégeno a la nutricién
nitrogenada de la planta varia dependiendo de las condiciones de cultivo (Duc, 1980), del
genotipo de la planta (Duc, 1980) y del nivel de nitrégeno combinado en el suelo (Bello
et al. 1980). En soja, el porcentaje de dinitrégeno fijado varia entre el 25% en suelos muy
fértiles y el 80% en suelos dridos (LaRue y Paterson, 1981). En alfalfa, del 40% al 70%
del total del nitrégeno utilzado por la planta puede provenir de la simbiosis (Heichel et al.
1981) y hasta un 87% en Vicia faba (Richard y Soper, 1978). En soja, se han descrito
valores de hasta 300 Kg de N fijado por Ha y afio (Werner, 1992; Keyser y Li, 1992). Sin
embargo, un exceso de nitrato en el suelo puede resultar en una disminucién, o incluso la

inhibicién, tanto de la nodulacién como de la fijacién de dinitrégeno.
2.1. Inhibicion de la nodulacién por nitrato.

Aunque diversos factores edificos, pH, agua, temperatura, deficiencia de nutrientes
toxicidades, etc. que pueden afectar la nodulacién como consecuencia de un efecto negativo
sobre la planta hospedadora, el nitrato es el dnico que, generalmente, no tiene efecto
inhibidor del crecimiento de la planta (Lie, 1974). La inhibicién por nitrato de la
nodulacién ocurre en todas las etapas en las que se ha investigado, es decir: adhesién de
los rizobios a la rafz, induccién de la curvatura del pelo radical, formacién del canal de

infeccién y nivel de lectinas inmunolégicamente detectable en la superficie radical




-

(Darbyshire, 1966; Munns, 1968; Dazzo y Brill, 1978; Sherwood et al. 1984; Malik et al.
1987). El nitrato también disminuye el nimero de nédulos que se forman, el desarrollo de
los mismos y, ademds, puede inducir la senescencia prematura de los nédulos maduros

(Wong, 1980; Carroll y Gresshoff, 1983; Schuller et al. 1986).

La reduccion del nitrato, desde un punto de vista energético, es menos costosa que
la reduccién de dinitrégeno (Raven 1985; Streeter, 1988) y para algunos autores esta puede
ser la razén de la inhibicién de la nodulacién por nitrato. Sin embargo, Harper (1987)
estimé que en condiciones de campo, la diferencia de coste energético era insuficiente para
influir en el rendimiento de plantas de soja. Otro tipo de consideraciones, de tipo ecoldgico
y de desarrollo, que hay que tener en cuenta, son que el nitrato puede ser asimilado en
cualquier 6rgano vegetal mientras que la fijacién de dinitrégeno sélo puede ocurrir en
nédulos bien formados. Por tanto, en un contexto de competencia con otras plantas, la
reduccién de nitrato por las leguminosas significa reducir el nitrato del suelo disponible
para otras plantas no simbiéticas que también compiten por el resto de nutrientes. Asi, la
reduccién preferencial de nitrato sobre la fijacién puede suponer una ventaja de las
leguminosas al disminuir la capacidad competitiva de otras especies que no forman

simbiosis fijadoras de dinitrégeno (Carroll y Mathews, 1990).

El mecanismo por el que ocurre la inhibicién de la nodulacién no estd claro todavia.
Wilson, en 1917, demostré que la formacién de nédulos de soja sélo se inhibfa en aquellas
partes de la raiz que estaban en contacto directo con el nitrato, concluyendo que era un
efecto localizado. En plantas de soja, este efecto se debe a la concentracién externa de
nitrato en s{ misma, mas que a la tasa de utilizacién de nitrato, por lo que se ha propuesto
que el nitrato tiene efecto regulador per se sobre la aparicién de los nédulos (Gibson y

Harper, 1985).

Una linea distinta de investigacion es la que se ha desarrollado mediante el empleo
de plantas cuya nodulacién es tolerante al nitrato (mutantes supernodulantes, nts), tales
como las obtenidas en guisante (Messager, 1985), habichuela (Park y Buttery, 1988) o soja

(Gremaud y Harper, 1989). En las plantas de genotipo silvestre la nodulacion es un proceso




autorregulado, ocurriendo un ndmero mucho mayor de infecciones que de nddulos
formados, efecto que se debe a un bloqueo en los primeros estadios de la ontogenia nodular

(Mathews et al. 1989).

Los trabajos desarrollados por Pierce y Bauer (1983) y por Olsson et al. (1989) con
plantas normales de soja mostraron que la autorregulacién de la inhibicién de la formacién
de nuevos nédulos ocurria al producirse las primeras infecciones, que era previa a la
formacioén del nédulo y del desarrollo de la actividad nitrogenasa y que la inhibicién por
autorregulacion aumentaba si se aplicaba nitrato en concentraciones tales que no afectaran
la nodulaciéon. Las mutantes supernodulantes, que han perdido la capacidad de
autorregulacion, son también tolerantes al nitrato, lo que implica que ambos procesos deben
regularse coordinadamente. Ademds, tales mutantes nodulan mds rdpidamente que la
parental (Alva et al. 1988). Basdndose en estos datos se ha propuesto un modelo de
regulacién de la formacién de nédulos segiin el cual al ocurrir las primeras infecciones se
producirfa una sefial que se traslocaria al tallo, el cual producirfa como respuesta un
inhibidor que se transportaria sistémicamente a la raiz y, desde alli, paralizaria el desarrollo
de la divisién celular de la subepidermis infectada que daria lugar al nédulo. La presencia
de nitrato en el medio de enraizamiento incrementaria el efecto debido al inhibidor,
actuando el nitrato de forma sinérgica con la sefial responsable de la produccién del
inhibidor de la nodulacién y, consecuentemente, disminuyendo el numero de nédulos. De
acuerdo con esta hipétesis, el efecto del nitrato sobre la nodulacién no se debe, por tanto,
a un efecto directo del nitrato sino a su capacidad para aumentar la eficiencia del inhibidor
de la autorregulacién. La ausencia de efecto del nitrato en las mutantes supernodulantes se
deberia, consecuentemente, a la no existencia del inhibidor de nodulacién (Carroll y
Mathews, 1990). La naturaleza del agente inhibidor no se conoce todavia, pudiendo ser una
fitohormona como 4cido abscisico (Phillips, 1971), giberelina (Williams y Sicardi de

Mallorca, 1984) o etileno (Ligero et al. 1987, 1991).
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2.2. Inhibicion de la fijacién de dinitr6geno por nitrato.

La inhibicién de la fijacién de dinitrégeno por nitrato en nédulos de leguminosas
ha sido objeto de numerosos estudios y controversias, no existiendo todavia un modelo
claro que explique cdmo ocurre el efecto negativo del nitrato sobre la fijacién. Entre las
hipétesis propuestas cabe destacar: a) disminucién en el aporte de carbohidratos a los
nédulos (Small y Leonard, 1969; Oghoghorie y Pate, 1971; Latimore et al. 1977), b) efecto
del nitrito sobre la sintesis o actividad de la nitrogenasa (Roberts y Brill, 1981; Trinchant
y Rigaud, 1984) o sobre la sinteis y funcién de la leghemoglobina (Rigaud y Puppo, 1977;
Bisseling et al. 1978; Kanayama et al. 1990; Kanayama y Yamamoto, 1990a, b, ¢, 1991),
c¢) descarga de compuestos nitrogenados en el xilema (Streeter, 1982; Zengbé et al. 1984;
Streeter, 1985; Schuller ef al. 1986) y d) competicion por poder reductor entre la nitrato
reductasa y la respiracion a nivel de los bacteroides o de las mitocondrias (Heckman et al.
1989).

Las investigaciones mds recientes sugieren la existencia de un mecanismo comin
de inhibicién de la nitrogenasa, incluso partiendo de hipétesis  distintas. Este mecanismo
adscribe un papel central al suministro de oxigeno a los bacteroides, de manera que la
limitacién en el aporte de oxigeno a la zona infectada de los nédulos llevaria aparejada
una disminucién en la provisiéon de ATP a la nitrogenasa (revisado por Vessey y Waterer,
1992). Asi, sea cual fuere al agente causante, segiin las diversas teorias propuestas, la
consecuencia serfa la puesta en marcha de una barrera de difusidn al oxigeno que impediria
la entrada del mismo al interior del nédulo (Carroll et al. 1985; Minchin et al. 1986; Witty
et al. 1986; Hunt et al. 1987). La existencia de esa barrera se ha comprobado mediante el
empleo de microelectrodos (Witty et al. 1987) y el andlisis de la ultraestructura nodular
(Sheehy et al. 1985; Hunt et al. 1988; Layzell et al. 1988). Estos estudios sefialan que las
observaciones experimentales podrian explicarse asumiendo que la barrera de difusién al
O, consiste en una o varias capas de células, localizadas en el cértex interno préximo a la
endodermis, cuyos espacios intercelulares estdn parcialmente rellenos de agua, de modo que
los cambios en la resistencia de la barrera podrian deberse a variaciones en el volumen de

agua que ocupan dichos espacios intercelulares (Sheehy et al. 1985; Layzell et al. 1988).
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Para algunos autores el control de la difusiéon de O, podria estar mediado por
glucoproteinas presentes en los espacios intercelulares (James et al. 1990), mientras que
para otros la barrera de difusién se regula por un mecanismo osmético que implica ala

sacarosa como soluto (Vessey et al. 1988a, b; Layzell y Hunt, 1990; Hunt et al. 1990).

La limitacién del O, disponible para los bacteroides estd implicada en la inhibicién
de la fijacién de N, no sélo por el tratamiento con nitrato de las leguminosas noduladas,
sino también con la desfoliacién, exposicion de las plantas a oscuridad continua,
inundacién, sequia o bajas temperaturas (Witty et al. 1986; Durand et al. 1987; Carrol et
al. 1987; Minchin et al. 1988). Excelentes revisiones sobre el tema se han publicado

recientemente por Vessey y Waterer (1992) y Walsh y Carrol (1992).
3. Metabolismo del nitrogeno en el suelo por microorganismos.

El nitr6geno y el carbono constituyen, aproximadamente, el 2% y el 40% del peso
seco del material vegetal. Basdndonos en las estimaciones de Galston (1961), que indican
que a nivel mundial la cantidad de carbono fijado anualmente se aproxima a las 200 x 10°
Tm, se puede calcular que 10 x 10° Tm de nitrgeno han de incorporarse al material
vegetal. Puesto que la fijacién biolégica supone 2 x 10° Tm, se puede concluir que el resto
del N presente en las plantas procede de la asimilacién del amonio o del nitrato (Guerrero
et al. 1981; Gallon y Chaplin, 1987). El nitrato es la forma predominante de N inorgénico
capaz de ser asimilado por plantas y microorganismos ya que, aunque los fertilizantes
amoniacales son también muy utilizados, el amonio es oxidado a nitrato por los
microorganismos del suelo. Por tanto, desde un punto de vista global, la asimilacion de
nitrato es la principal via de conversion de nitrégeno inorgdnico a formas organicas
(Solomonson y Barber, 1990), aiin mds si se tiene en cuenta que una fuente de N en forma

asimilable es, a menudo, el factor limitante para el crecimiento y desarrollo de las plantas.

La fertilizacién basada en el uso de nitratos se ha utilizado ampliamente para
incrementar el rendimiento de los cultivos agricolas. Sin embargo, el uso de esos

fertilizantes lleva aparejadas una serie de desventajas como son: 1) su coste, 2) la
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liberacion a la atmésfera de gases toxicos y 3) su lixiviacién, lo que produce la
contaminacion de los acuiferos, que repercute, a su vez, en la contaminacién de las aguas

para consumo humano y en la eutrofizacién de lagos y rios.

Desde un punto de vista microbiolégico, y partiendo del nitrato presente en el suelo,
el mismo estd sometido a todos los procesos indicados en la Fig. A con la inica
intervencién de los microorganismos. Asf, en condiciones aerdébicas lo pueden asimilar, de

igual manera que lo hacen las plantas, o bien desasimilar en condiciones de

microaerobiosis.
3.1. Nitrificacién.

El nitrato del suelo, ademds del aporte exégeno que se obtiene por la fertilizacién
nitrogenada, se obtiene por medio del proceso de nitrificacion (Fig. A). La conversién del
amonio en nitrato se realiza en la naturaleza, principalmente, por dos grupos altamente
especializados de bacterias quimioautotréficas estrictas. La nitrificacion tiene lugar en dos
etapas: en la primera, el amonio es oxidado a nitrito y en la segunda, el nitrito es oxidado
a nitrato. La primera reaccion se lleva a cabo por las "nitrosobacterias” (Nitrosomonas,
Nitrosovibrio, Nitrosococcus, ...) que poseen el enzima amonio-monooxigenasa que cataliza
la reaccién:

NH, + O, + 2 [H}—— 2 NH,OH + H,0

La naturaleza exacta del agente reductor de esta reaccién no se conoce (Wood,
1986). La hidroxilamina da lugar a la formacién de un segundo intermediario, el radical
nitrosil (NOH). Se cree que el NO; puede reaccionar con el grupo NOH para formar
nitrohidroxilamina, la cual se rompe para dar dos moléculas de HNO,. En un paso posterior
el NO, es oxidado a nitrato por las "nitrobacterias”, representadas por el género
Nitrobacter. La oxidacién del NO, a NO, implica la participacién de O,, pero tinicamente
como transportador de electrones, ya que el 4tomo de oxigeno del NO, se obtiene de una

molécula de H,0 y no del O, (Paul y Clark, 1989).
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La energia que se obtiene de estas reacciones es de 65 kcal/mol y de 18.2 kcal/mol
para la oxidacién de 1 mol de NH," y de NO,, respectivamente, que se utiliza para
mantener las actividades vitales que desarrollan estas bacterias (revisado por Stevenson,
1986; Paul y Clark, 1989). Aunque los microorganismos citados son poco abundantes en
cualquier tipo de ambiente y poseen un tiempo de generacién de, aproximadamente, 20-40
h, tienen gran importancia ecoldgica ya que pueden procesar de 35 a 100 N por cada CO,
fijado. Esto implica que muy pocas células pueden procesar un gran nimero de moléculas
de N combinado, lo que estd de acuerdo con las altas tasas de nitrificacién que se detectan

en el suelo (Sprent, 1987).

3.2. Metabolismo del nitrato.

El nitrato puede sufrir dos vias metabdlicas divergentes. Aunque el primer paso de
su utilizacién es la reduccidn a nitrito, este proceso se puede catalizar por dos sistemas
enzimdticos diferentes. Asi, algunos microorganismos que utilizan el nitrato como fuente
de nitr6geno no pueden utilizarlo en la respiracién microaerdbica, otros, que lo utilizan
para obtener energia, son capaces, ademds, de desviar la reaccién y utilizarlo como tnica
fuente de nitr6geno. Finalmente, hay microorganismos que son capaces de asimilar y
desnitrificar simultineamente. Estos procesos van asociados, generalmente, a condiciones
determinadas de disposicién de oxigeno, de manera que la aerobiosis conlleva la
asimilacion de nitrato a amonio, mientras que la microaerobiosis da lugar a su respiracién

y posterior amonificacién o desnitrificacion.
3.2.1. Asimilacion del nitrato.

Las reacciones enzimdticas que ocurren en aerobiosis van dirigidas a la asimilacién
del nitrato. El proceso de reduccién asimilatoria del ién nitrato comienza con el transporte
del mismo al interior celular. Butz y Jackson (1977) postularon que la NR catalizaria el
transporte de nitrato y su reduccién posterior a nitrito. Sin embargo, el aislamiento de una
proteina de 45 kDa de la membrana citoplasmadtica de la cianobacteria Synechococcus PCC

7942 crecida con nitrato, junto con la clonacién del gen y la obtencién de mutantes que
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no sintetizaban esa proteina, indicé que la incorporacién y reduccién de nitrato son
catalizadas por protefnas diferentes, y que dicha incorporacién es activa si la concentracién
de nitrato es menor a 1 mM (Omata y Ogawa, 1986; Omata et al. 1989, 1990). Esa
protefna podria ser similar a una proteina de Anacystis nidulans de 47 kDa cuya presencia
en la membrana citoplasmitica se correlaciona con el transporte de nitrato y cuya sintesis
se inhibe por amonio y no requiere nitrato como inductor, a diferencia del enzima NR

(Sivak et al. 1989; Lara et al. 1987, Syrett, 1988; Guerrero et al. 1990).

La nitrato reductasa asimilatoria requiere para su funcionamiento dos electrones.
Aunque en eucariotas el NADH es el donador de electrones mas comiin, se han encontrado
enzimas biespecificos que pueden utilizar tanto NADH como NADPH vy otras especificas
de NADPH. De hecho, se han identificado hasta tres isoenzimas nitrato reductasa
asimilatorias codificadas, consecuentemente, por tres genes diferentes (Caboche y Rouzé,
1990). Los procariotas pueden utilizar tanto NADH (Rhodobacter capsulatus, Martinez-
Luque et al. 1991), como ferredoxina (bacteroides de Bradyrhizobium sp. (Lupinus),
Alikulov et al. 1980) y determinados intermediarios respiratorios (enterobacterias, Stewart,
1988), aunque es frecuente tener que emplear donadores no fisioldgicos de electrones para

poner de manifiesto la actividad nitrato reductasa.

Independientemente de su origen, todos los enzimas de eucariotas analizados se
presentan como homodimeros de tamafio molecular entre 210-230 kDa, cuyos mondmeros
tienen un tamafio molecular entre 100 y 120 kDa. Cada subunidad tiene tres grupos
prostéticos rédox: FAD, citocromo b, y un cofactor de molibdeno (MoCo) formado por
molibdeno y una pterina fosforilada. El MoCo es responsable tanto de la actividad catalitica
de reduccién del nitrato como del ensamblaje entre las dos subunidades de

flavohemoproteina y, por tanto, de la formacién del holoenzima.

Ademds de la actividad total nitrato reductasa, en la que el flujo de electrones
ocurre desde el NADH al nitrato via FAD, citocromo b;;; y MoCo, el enzima posee dos
actividades parciales: una diaforasa o NADH-deshidrogenasa que funciona sin la

participacién del MoCo, y otra actividad terminal reductora de nitrato que puede ponerse
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de manifiesto sin la presencia del FAD y utilizando donadores artificiales de electrones (ver

revisiones de Campbell, 1989; Solomonson y Barber, 1990; Hoff et al. 1992; Cathala et
al. 1992).

La nitrito reductasa asimilatoria de bacterias utiliza NAD(P)H como donador de
electrones mientras que en algas y plantas superiores el enzima funciona con ferredoxina
reducida (Sprent, 1987). La reduccién de nitrito a amonio implica la transferencia de 6
electrones en una reaccién que transcurre en un sélo paso, sin la formacién de
intermediarios. La nitrito reductasa es una proteina monomérica de tamaifio molecular 61-63
kDa que contiene un sirohemo y un centro sulfoférrico [4 Fe-4 S] como grupo prostético
(Guerrero et al. 1981). El sirohemo es una tetrahidroporfirina de hierro que se une al grupo
sulfoférrico por un dtomo de S de un resto de cisteina, produciéndose un solapamiento
electrénico que dificulta el estudio del flujo de electrones desde el NAD(P)H o la
ferredoxina reducida al nitrito (Campbell y Kinghorn, 1990).

3.2.2. Desnitrificacion del nitrato.

La utilizacién de nitrato en condiciones microaerébicas implica el uso de este i6n
como aceptor final de electrones de la cadena respiratoria. Al proceso por el cual el nitrato
se reduce a nitrito se le llama respiracion del nitrato, para diferenciarlo de aquel por el cual
el nitrato es incorporado a los componentes proteicos celulares (Stouthamer, 1976). Cuando
el nitrato es la tnica fuente de nitr6geno disponible, la respiracidn puede iniciar tanto la
reduccién desasimilatoria del mismo, proceso por el cual el nitrato se reduce a amonio,
como la desnitrificacidn, que conduce a la formacién de dxidos de nitrégeno (NO, N,0)
e incluso a nitrégeno molecular (N,) (Delwiche, 1981; Payne, 1981; Stewart, 1988).
Aunque desnitrificacién y reduccién desasimilatoria ocurren en condiciones de baja
concentracién de O,, el primero resulta en la pérdida de nitré6geno combinado, mientras que

el segundo lo conserva (Aparicio-Tejo et al. 1991).

En la reduccién desasimilatoria de nitrato intervienen dos enzimas, la primera una

NR respiratoria ligada a membrana y la segunda una NiR asimilatoria citosélica que
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cataliza la reduccién del nitrito a amonio. A este proceso algunos autores lo han

denominado amonificacién del nitrato (Reddy y Lodha, 1986, 1988).
En la desnitrificacion, la sucesién de reacciones es:

NOy % . NO; -2 NO .2 _ N0 N,

(revisado por Cuypers y Zumft, 1992). Durante muchos afios la posicién, en la secuencia
de la reaccidn, del 6xido nitrico (NO) asi como la de la 6xido nitrico reductasa fue causa
de distintas controversias, con la sugerencia de diferentes rutas para el proceso de
desnitrificacién. Las bacterias desnitrificadoras de uso normal en los laboratorios
(Paracoccus, Pseudomonas, Azospirillum,...) no producen cantidades significativas de NO
a partir de NO,, de manera que no aparece "NO en un conjunto de “NO cuando las
células se incuban con *NO, (Garber y Hollocher, 1981). As{, durante bastante tiempo se
especuld con que el nitrito podria ser reducido, en un tnico paso enzimdtico, a 6xido
nitroso (N,0). Sin embargo, recientemente el NO ha sido reconocido, por métodos
cinéticos y bioquimicos, como un componente intermediario con una concentracién muy
baja (Goretski y Hollocher, 1990; Goretski et al. 1990) y ha sido atrapado

extracelularmente por hemoglobina exégena (Goretski y Hollocher, 1988; Carr et al. 1989).

Por otra parte, se han obtenido mutantes, por insercién del transposén Tn3, de P.
stutzeri deficientes en nitrito reductasa (citocromo cd,) que no eran capaces de reducir NO,
a NO, pero si NO a N,0O, lo que indica claramente que nitrito reductasa y 6xido nitrico
reductasa son enzimas diferentes (Zumft et al. 1988a). Ademds, cuando se reemplazan los
genes de la NO reductasa, se obtiene una cepa con un fenotipo letal al acumularse NO
debido a la reduccién del NO, (Braun y Zumft, 1991). Por tanto, queda establecido que
la desnitrificacién es la sucesion lineal de una serie de reacciones con la participacién
obligatoria de los enzimas NiR y NO reductasa para la transformacién del NO, a N,O, con

NO como un intermediario libre.
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El enzima NO reductasa de P. stutzeri es un heterodimero compuesto por dos
polipéptidos de 38 kDa y 17 kDa, que se asocia con hemo b y hemo ¢, no contiene
citocromo cd), se localiza en la membrana citoplasmdtica y permite la sintesis de ATP (en

Pa. denitrificans) al generar un gradiente electroquimico de protones (Heiss et al. 1989;
Carr et al. 1989).

La reduccién del 6xido nitroso a N, estd acoplada a la produccién de ATP, ya que
hay microorganismos que pueden crecer con N,O como tnico oxidante, estando su
respiracion acoplada a la traslocacién de protones y la generacién de un potencial de
membrana (Boogerd et al. 1981; Bazylinski y Hollocher, 1985; Bryan et al. 1985; McEwan
et al. 1985). La N,O reductasa ha sido purificada a homogeneidad y caracterizada en
distintos microorganismos como P. stutzeri, Pa. denitrificans, Achromobacter denitrificans
(Alcaligenes) (Coyle et al. 1985; Snyder y Hollocher, 1987; Matsubara y Sano, 1985). Es
un enzima que se localiza en el espacio peripldsmico (Zumft et al. 1990; Korner y Mayer,
1992) y estd compuesto por dos subunidades idénticas que contienen aproximadamente 8
dtomos de cobre por dimero de 120 kDa (Coyle et al. 1985). Su espectro de EPR y
secuencia aminoacidica revelaron que tiene similitudes con la subunidad II del complejo
respiratorio de la citocromo oxidasa aa; (Riester et al. 1989; Kroneck et al. 1990; Scott et
al. 1989; Viebrock y Zumft, 1988). No se conoce, sin embargo, el sitio de unién del Cu
activo, ni el mecanismo de accién catalitica ni su donador fisiolégico de electrones, aunque
se ha especulado con la posibilidad de que sea un citocromo c¢ tanto en P. stutzeri como

en Pa. denitrificans (Zumft et al. 1988b; Boogerd et al. 1981).

Genética de la desnitrificacidn.

Los genes estructurales de las oxidoreductasas que catalizan la desnitrificacién han
sido mapeados y aislados en P. stutzeri. Su localizacién es cromosémica, donde junto con
genes de funciones auxiliares constituyen 3 subgrupos de aproximadamente 30 kb (Cuypers
y Zumft, 1992). En Alcaligenes eutrophus H16, la mayoria de los genes de desnitrificacion,

incluyendo un locus para una NR soluble, nap, se localizan en pldsmidos, mientras que los
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loci para la reduccion del nitrato respiratoria (narD) y asimilatoria (nas) se localizan en el

cromosoma (Warnecke et al. 1991).

Para hablar de la organizacién molecular de los genes que intervienen en la
desnitrificacién nos limitaremos a P. stutzeri cepa ZoBell, ya que en este microorganismo
se han identificado todos los genes que intervienen en dicho proceso, a excepcion de los
del enzima nitrato reductasa. Una excelente revision sobre el tema se puede encontrar en
Zumft (1992). La subagrupacién de genes nir se compone de 7 loci conocidos. El gen
estructural para la nitrito reductasa es rirS, que estd seguido por 4 genes cada uno de los
cuales codifica la informacién para la sintesis de una proteina hémica: nirT para un
citocromo tetrahémico, nirB para el citocromo css,, nirM para el citocromo cgs; (donador
fisiolégico de electrones para la NiR), y el ORF5 para un citocromo tipo ¢ monohémico.
El gen nirD estd implicado en la biosintesis del citocromo d; o en alguna etapa de su
procesamiento para formar parte de la NiR (Zumft et al. 1988a), mientras que el ORF8
codifica un producto que afecta tanto a la reduccién de NO, como a la de NO. Ademds
de este gen, la sintesis del enzima NO reductasa, heterodimero unido a membrana, requiere
los citocromos b y ¢ codificados por los genes norB y norC, respectivamente. Todos esos

genes se localizan por debajo del subgrupo de genes nir.

En el subgrupo de los genes nos, que ocupa unas 8 kb, se han identificado y
caracterizado claramente 5 genes. El gen nosZ es el gen estructural del enzima N,O
reductasa. Por debajo de €l se localizan ios genes nosDFY que posiblemente forman un
operén y estdn implicados en la obtencién de Cu o en su incorporacién al enzima. Se ha
propuesto un modelo de funcionamiento de los productos de este operén basado en los
sistemas de transporte de pequefias moléculas, lo que incluirfa una proteina de unién a
nucleétidos, NosF, perteneciente a ATPasas de transporte (Zumft et al. 1990). Este modelo
también incluiria a NosA, una proteina formadora de pores y que contiene Cu, necesaria
para la biosintesis del enzima N,O reductasa en P. stutzeri JIM300 (Lee ef al. 1991). La
proteina NosA no se ha identificado todavia en P. stutzeri cepa ZoBell. Por encima del gen
nosZ se localiza nosR, que codifica una proteina de regulacién positiva (activadora) de 765

aminodcidos (Mr 86.5 kDa) y que presenta 7 segmentos transmembrana, por lo que se la
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clasifica como una protefna integral de membrana. En su extremo carboxilo terminal NosR
contiene dos grupos de cisteina, similares a los de las ferredoxinas bacterianas, que podrian

estar implicados en la unién a metales con una posible funcién de sensor redox (Cuypers
y Zumft, 1992).

Regulacion de la desnitrificacion.

Aunque se ha considerado como un axioma que la desnitrificacién requeria una
exclusion de O, estricta (Payne, 1981), el estudio inmunolégico detallado realizado por
Korner y Zumft (1989) en P. stutzeri con anticuerpos contra los distintos enzimas que
intervienen en la desnitrificacién revelé que, en condiciones aerébicas, la N,O reductasa
era constitutiva, y que existia en concentraciones basales, mientras que NR y NiR no se
expresaban en una concentracion de oxigeno superior a 5 mg/l. Ademds de la anaerobiosis,
la sintesis de los enzimas requiere la presencia de algin 6xido de nitrégeno. Asi, la
presencia de nitrato indujo los mdximos niveles tanto de NR como de NiR y de N,O
reductasa. Sin embargo, la presencia de NO, o N,O sélo indujo la sintesis de NiR o N,O
reductasa, respectivamente. En determinados microorganismos como Azospirillum,
Alcaligenes o B. japonicum la actividad NR se expresa en condiciones microaerébicas
incluso en ausencia de nitrato (Danneberg et al. 1989; Warnecke et al. 1991; Delgado et
al. 1992), y otros, como Thiosphaera pantotropha o Aquaspirillum magnetotacticum son
capaces de desnitrificar incluso en condiciones aerébicas (Bazylinski y Blakemore, 1983;

Robertson y Kuenen, 1984).

Los datos obtenidos recientemente por distintos autores parecen sugerir un circuito
de regulacién jerdrquica para el control de la desnitrificacién. Asi, existirfan reguladores
especificos de un determinado grupo de genes, como nosR, y reguladores generalizados
como Fnr y RpoN (6**) que regularfan més de un subgrupo de genes o incluso toda la ruta.
Otro tipo de regulacidn seria el constituido por un sistema regulador de dos componentes,

que pueden actuar coordinadamente con 6> (Cuypers y Zumft, 1992).
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En condiciones microaerébicas, un regulador positivo es el producto del gen fr,
la proteina Fnr, que es un activador transcripcional de la sintesis de distintos enzimas como
NR, fumarato reductasa, formato deshidrogenasa, NiR,... (Stewart, 1988; Unden y Trageser,
1991; Egan y Stewart, 1991). Fnr es un homodimero, cuyas subunidades tienen un tamafio
molecular de 30 kDa y muestran una secuencia tipica y homéloga a otras proteinas
reguladoras que se unen a ADN (Bothe et al. 1991). Fnr se encuentra, aproximadamente,
en la misma concentracién en células cultivadas aerébicamente o microaerébicamente, por
lo que debe existir un mecanismo que convierte a Fnr en una forma activa en ausencia de
O, (Unden y Trageser, 1991). Los genes que se activan por Fnr presentan una secuencia
consenso de 22 bp (caja Fnr), la cual estd presente en los genes nirS, nirM, norC, nosR,
nosZ y ORF8 de P. stutzeri (Cuypers y Zumft, 1992). El descubrimiento de un gen
homdlogo a far en las pseudomonadaceas y la presencia de diversas cajas Fnr distribuidas
a lo largo de toda la agrupacién de genes de la desnitrificacion, a distancias criticas de los
sitios de iniciacién transcripcional, han revelado el primer mecanismo molecular de control
por oxigeno en la desrepresién individual de las reductasas que intervienen en la

desnitrificacién (Korner y Zumft, 1989).

El otro tipo de circuito regulador, en P. stutzeri, es el que depende del factor ¢™*
producto del gen rpoN (ntrA). Los genes bajo control de o™ presentan una secuencia
consenso en la posicion -12/-24 (Beynon et al. 1983; Hunt y Magasanik, 1985). El mapeo
de la subagrupacién de genes nos mostréd que nosR, nosZ y nosD pueden tener motivos
similares a los de los genes bajo control de ™ (Cuypers y Zumft, 1991). En A. eutrophus
una mutacién en el gen rpoN impide el crecimiento anaerdbico en nitrato, efecto, que sin

embargo, no ocurre en P. aeruginosa (Friedrich et al. 1990; Totten et al. 1990).

Un tercer tipo de regulacion descrito para el enzima NR de E. coli, es el basado en
un sistema regulador de dos componentes. En este modelo, uno de los componentes es una
proteina de membrana, normalmente con actividad quinasa, que es capaz de reconocer un
estimulo ambiental y activar por fosforilacion al componente regulador. El regulador

fosforilado activa la transcripcién de los genes que estdn bajo su control. Este sistema no
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estd bajo control del gen rpoN, pero se cree que es operativo en las bacterias

desnitrificantes (Cuypers y Zumft, 1992).

Un cuarto tipo de regulacion seria el que ocurre a un nivel especifico para cada
proteina; en la agrupacion de genes de la desnitrificacion de P. stutzeri estos serfan los
genes nosR y el ORF8. Como se ha indicado anteriormente, nosR es una proteina
reguladora que al mismo tiempo actuaria como un sensor redox, ejerciendo su funcién
reguladora sobre nosZ en trans dependiente de 6**. Hay que indicar, sin embargo, que la
consideracién de proteina integral de membrana de NosR da lugar a la paradoja de cémo
un tnico polipéptido puede tener al mismo tiempo funciones de sensor y de activador, por

lo que se ha sugerido su posible interaccién con un hipotético segundo componente

(Cuypers y Zumft, 1992).

La proteina codificada por el ORFS, al igual que NosR, presenta en su extremo
carboxilo terminal un motivo hélice-giro-hélice, similar al de otras proteinas reguladoras,
que se transcriben en sentido opuesto al de los genes que regulan (Beck y Warren, 1988;
Cuypers y Zumft, 1922). Ademds, este gen, ORFS, tiene homologia con otros reguladores
como XylIR, NifA, NtrC, DctD y HrpS (Jiingst y Zumft, 1991). Kustu et al. (1989) han
propuesto que los reguladores del tipo NtrC son activadores que confieren especificidad a
la transcripcién dependiente de ¢>*. Aunque en el caso de nosR si se ha identificado la

secuencia consenso -12/-24. todavia no se tienen datos sobre el ORFS.
4. El enzima nitrato reductasa respiratorio.

El enzima nitrato reductasa de tipo respiratorio mejor conocido es el de Escherichia
coli. Quastel, en 1925, demostré que el nitrato puede sustituir al oxigeno, permitiendo el
crecimiento anaerébico. Posteriormente, Stickland (1931) dctenﬁiné la influencia de
distintas presiones parciales de oxigeno en la reduccién de nitrato a nitrito. Desde entonces,
las investigaciones realizadas han permitido purificar el enzima, determinar su estructura,
obtener mutantes de E. coli deficientes en actividad nitrato reductasa e identificar los genes

que codifican la proteina y establecer la regulacioén y fisiologia de dicho enzima. En el
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presente capitulo, partiendo de E. coli como modelo, intentaremos dar una visién
generalizada del enzima nitrato reductasa, para, posteriormente, abordar los conocimientos

actuales sobre el enzima nitrato reductasa de B. japonicum.
4.1. Bioquimica del enzima nitrato reductasa respiratorio.

Los trabajos pioneros de Showe y DeMoss (1968) demostraron que el enzima se
halla en la fraccién particulada -membranas- de las células. Posteriormente, €l enzima se
purificé bien solubilizando las membranas a pH alcalino a 60°C (MacGregor er al. 1974;
Lund y DeMoss, 1976) bien solubilizandolas con Triton X-100 (MacGregor, 1975; Clegg,
1976) o con deoxicolato (Enoch y Lester, 1975; van’t Riet y Planta, 1975). En estos
primeros experimentos se comprobd que el enzima se componia, al menos, de 2
subunidades: o, con un tamafio molecular de 150 kDa, y B, con un tamafio molecular de

60 kDa. Estas dos subunidades estarfan en proporcién 1:1.

La purificacién mediante solubilizacién con deoxicolato permitié identificar una
tercera subunidad (7Y), con un tamaflo molecular de 20 kDa (Enoch y Lester, 1975). Esta
subunidad también se obtiene cuando la solubilizacién se realiza con Triton X-100,
encontrdndose los componentes o.:8:Y en proporcidn 1:1:2. La purificacién de otros enzimas
con actividad nitrato reductasa respiratoria de distintas bacterias, se presenta en la Tabla
A. Una detallada revisién sobre la respiracién del nitrato en relacion al metabolismo

anaer6bico en enterobacterias ha sido proporcionada por Stewart (1988).

En E. coli, 1a subunidad o tiene un 37% de residuos hidrofébicos, contiene Mo,
grupos [Fe-S] y el sitio activo de la proteina. Su localizacion en la membrana plasmdtica
es hacia el citoplasma, ya que su presencia sélo se puede detectar en vesiculas vueltas del
revés; ademds, donadores de electrones no fisioldgicos, como FMN o metil violégeno que
no pueden atravesar la membrana, sélo sirven para determinar la actividad en células rotas,
mientras que el benzjl violégeno, que si atraviesa la membrana, sirve para medir actividad
NR en células enteras (Jones y Garland, 1977). Esta subunidad estd codificada por el gen
narG.
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Tabla A. Purificacién de enzimas nitrato reductasa respiratorios de distintos

MiCroorganismos.

Caracteristica  E.coli P.stutzeri R.sphaeroides B.halodenitrificans H.denitrificans

Tamafio
molecular (kDa) 200-800 140 180 226 176
Composicién en
subunidades (kDa) 150 112 120 145 116
60 60 60 58 60
20 23
Purificacién
mediante: Calor, L1*, Calor, Calor, LI, Triton, LI, LI, Hp®,
F.GS PE* LLEG. E.G. Hp., F.G. LL
Metales Fe-S, Mo Fe-S,Mo Mo Fe, S, Mo Mo?
Inhibidores N;, CN N, ,CN , NaCl N,,CN,
ClO;,
Tiocianato
Referencia 1 ) 3) 4) )

*) Intercambio i6nico; ®) Hidroxilapatito; °) Filtracién en gel; ¢) Precipitaci6n fraccionada.
Referencias: (1) MacGregor, 1975; (2) Bliimle y Zumft, 1991; (3) Byrne y Nicholas, 1987;
(4) Ketchum et al. 1991; (5) Hochstein y Lang, 1991.
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La subunidad B tiene un 41% de residuos hidrofébicos, estd desprovista de metales
y se fragmenta especificamente por tripsina para dar un polipéptido de 43 kDa. El
polipétido restante de 17 kDa, y por tanto toda la subunidad B, estd implicado en las
interacciones entre las subunidades y en la asociacién a la membrana. Su localizacién en
la membrana es hacia el citoplasma, segiin se desprende de estudios de marcaje y de que
s6lo se digiere con tripsina en vesiculas vueltas del revés (Graham y Boxer, 1980). Se

codifica por el gen narH.

La subunidad 'Y contiene un 45% de residuos hidrofébicos, tiene grupos hemo y, por
su espectro de absorcién, presenta las caracteristicas de un citocromo bss,. Solamente se
digiere por la accion de la tripsina, y no de otras proteasas, originando dos polipéptidos de
igual tamafio molecular. Por métodos de marcaje quimico, se ha determinado que su
orientacién en la membrana es hacia el periplasma, ya que su marcaje sélo se consigue en
esferoplastos (MacGregor y Christopher, 1978). Esta subunidad estd codificada por el gen

narl.

Aunque hubo cierta confusién sobre la estructura del enzima nativo debido a los
problemas de asociacion-disociacién del mismo (Lund y DeMoss, 1976), el descubrimiento
de la subunidad Y y las evidencias posteriores sugieren, que €l enzima nitrato reductasa en
forma nativa, integrado en la membrana, es una proteina multimérica del tipo o,B,Y,
(Stewart, 1988). Las subunidades o y B se sintetizan como precursores solubies en el
citoplasma y deben, posteriormente, interaccionar para formar un complejo af8. Dentro del
operén nar se ha identificado un cuarto gen, narJ (Sodergren y DeMoss, 1988), cuyo
producto, la proteina NarJ, es indispensable para la biogénesis del enzima nitrato reductasa
a la membrana (Dubourdieu y DeMoss, 1992). La proteina NarJ estarfa, asi implicada en
la maduracién del complejo aB soluble activo, y en facilitar su interaccién con la
subunidad ¥ unida a la membrana. NarJ se ha relacionado también con la proteccién de la
subunidad o frente a la degradacién proteolitica, lo que indicaria la existencia de un
mecanismo de adicién o modificacién del cofactor de molibdeno o de un mecanismo para

facilitar la asociacién con la subunidad 8 (Dubourdien y DeMoss, 1922).
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La reaccién catalizada por el enzima NR tiene la siguiente estequiometria:
NO;y + 2 H" +2 ¢ ——» NO,; + H,0

Esta reaccion se asocia a la formaci6n de un gradiente electroquimico de protones a través
de la liberacién de 2 H' al periplasma acoplada al consumo de dos protones en el
citoplasma, mientras que los electrones se transfieren a través del enzima desde el
periplasma hacia el citoplasma (Jones et al. 1980; Stewart, 1988)). La cesion de electrones
al enzima, en condiciones fisiolégicas, es a través del citocromo b, ya que la proteolisis
parcial con tripsina que genera la separacién de la subunidad Y, da como resultado una falta
de actividad enzimitica cuando se usa un ubiquinol, donador fisiolGgico de electrones, y
no cuando se utilizan derivados del viol6geno (Morpeth y Boxer, 1985). Por tanto, se ha
sugerido que el enzima nitrato reductasa contiene dos sitios distintos e independientes: uno
en la subunidad ¥, hacia el periplasma, que oxida quinol, y otro en la subunidad , hacia
el citoplasma, que reduce nitrato. No hay evidencias sobre el papel que desempeiia la
subunidad B en el transporte de € entre o0 y7Y, y quizds tenga un papel Gnicamente

estructural.

Para que el nitrato pueda ser reducido debe, en primer lugar, atravesar la membrana
plasmadtica y después interaccionar con la subunidad catalitica (o) del complejo nitrato
reductasa. El nitrito que se forma durante la respiracion del nitrato se excreta rdpidamente
al medio y sélo cuando se consume todo el nitrato se toma de nuevo el nitrito y se reduce
a amonio (Cole, 1978). Con estas premisas de partida y con la evidencia de que mutantes
en el gen narK no acumulan nitrito, aunque tienen igual actividad nitrato reductasa que la
cepa parental, Noji et al. (1989) caracterizaron el gen narK. De la secuencia de este gen,
concluyeron que la proteina NarK es una proteina transmembrana de 49 kDa que puede
adquirir una configuracién de canal, por lo que sugirieron que podria estar implicada en
el transporte de nitrato, de tipo facilitado mds que activo, acoplado a un antiporte de nitrito.
Posteriormente, DeMoss y Hsu (1991) han concluido que aunque NarK puede catalizar el
transporte de nitrato, no es indispensable para el mismo. Esto se explica porque a

concentraciones menores de 10 mM de NO; las tasas iniciales de formacién de nitrito
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fueron significativamente menores en una mutante nark que en la cepa parental, lo que
sugiere que narK codifica un sistema de transporte de NO, de alta afinidad, el cual

incrementa la incorporacién de NO," cuando estd en baja concentracién (DeMoss y Hsu,
1991).

4.2. Genética del enzima nitrato reductasa respiratorio.

Desde los primeros trabajos de Pichinoty y Piéchaud (1968) en los que describen
que el enzima nitrato reductasa respiratorio puede usar clorato como sustrato, este
compuesto se ha utilizado para la obtencién de mutantes (Illamadas chl) deficientes en
actividad NR. Este método se basa en que la reduccién del clorato (ClO,) por el enzima
nitrato reductasa da como producto clorito (ClO;), el cual es téxico para las células. Por
tanto, sélo aquellas cepas deficientes en actividad nitrato reductasa serdn capaces de crecer
en un medio con clorato. Aunque esta técnica de mutagénesis ha dado lugar a una amplia
coleccién de mutantes: chlA, chiB, chiC, chlE, chlG, chiM y chIN (ver revision de Stewart,
1988), todos los mutantes, a excepcién de chlC, son deficientes en el metabolismo del
molibdeno, bien en la sintesis del cofactor (ch/A), en la incorporacion del cofactor al

apoenzima (chiB), en el transporte de Mo (ch/D), en la actividad del cofactor (ch/G),etc.

Sélo el 2% de las mutantes ch/ son chIC y es en este locus donde se encuentran los
genes estructurales del enzima nitrato reductasa (Guest, 1969; Puig et al. 1969). En este
locus se localizaron posteriormente los genes narl (Bonnefoy-Orth et al. 1981), narG y
narK (Stewart y MacGregor, 1982), narH (Edwards et al. 1983), narL. y narX (Stewart y
Parales, 1988). Todos estos genes ocupan una regién del cromosoma de, aproximadamente,
12 kb. Los genes narG, H, J e I se organizan en un solo operén y en este orden, ocupando,
aproximadamente, 6 kb. El gen narK se transcribe en la misma direccion que narGHII, y
tiene un tamafio aproximado de 1.5 kb. Los genes narX y narL. se transcriben
conjuntamente y en direccion opuesta a todos los anteriores. narX co&iﬁca para una
proteina de 66 kDa, cuya secuencia muestra homologfa con protein-quinasas (Nohno et al.

1989) y narL codifica para una proteina de 28 kDa, que es un regulador positivo de la
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expresion de los operones narGHJ1 y fdnGHI (formato deshidrogenasa-N) al mismo tiempo

que represor del oper6n frdABCD (fumarato reductasa) (Stewart y Parales, 1988).

Recientemente, se ha identificado un gen (narQ) cuyo producto muestra un tamaiio
similar al de narX, igual hidrofobicidad y secuencia, en la que hay residuos de histidina

altamente conservados que son comunes a las proteinas sensores-transmisores (Chiang et
al. 1992).

Delante del gen narK, y entre este y el operén narGHJI se encuentra una secuencia
tipica para unién de Fnr ("caja de anaerobiosis"), asi como una secuencia a la que podria
unirse la proteina NarL (Li y DeMoss, 1987). Esta tltima secuencia podria ser un elemento
para la induccién por nitrato en cis y se le ha denominado "caja de nitrato” (Noji et al.
1989). Por otra parte, entre narK y narG se ha identificado un terminador, lo que sugiere

que el operén narGHJI se transcribe independientemente del gen narK.
4.3. Regulacion del enzima nitrato reductasa respiratorio.

La expresién de actividad nitrato reductasa estd controlada por la presencia de
oxigeno y de nitrato. El nitrato induce la sintesis de nitrato reductasa sélo en condiciones
anaerdbicas. La presencia de oxigeno causa la inhibicidn reversible del enzima que vuelve
a ser activo cuando se restauran las condiciones anaerdbicas (Pichinoty y D’Omano, 1961).
Por tanto, la sintesis de nitrato reductasa estd sometida a un control doble: la induccién por

nitrato y la inhibicién por oxigeno.

La inhibicién por oxigeno tiene un primer nivel de actuacion en el transporte de
nitrato. Herndndez y Rowe (1987) y Noji y Taniguchi (1987) demostraron que el transporte
de nitrato sélo ocurria en condiciones anaerdbicas, de manera que este podria ser el
principal mecanismo de regulacién de la desnitrificaciéon. Ademds, sugirieron que, en E.
coli, 1a inhibicién de la actividad nitrato reductasa serfa un mecanismo de exclusién del

inductor, ya que la ausencia de nitrato en el interior celular impedirfa la induccion.
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Posteriormente, se ha visto que este es un mecanismo general regulador en la respiracién
del nitrato (Herndndez y Rowe, 1988).

Delante del gen narK y del operén narGHII hay una caja Fnr, al igual que ocurre
en los genes de la desnitrificacion, de manera que el oxigeno no sélo es un inhibidor de
la actividad nitrato reductasa, sino también de la transcripcién de estos genes. La proteina
Fnr es un activador positivo de la transcripcién de numerosos genes que codifican para
proteinas anaerébicas como nitrato reductasa, formato deshidrogenasa-N, fumarato
reductasa, enzimas de la desnitrificacion, etc. (Egan y Stewart, 1991). En E. coli se ha
demostrado que los mecanismos de control de oxigeno y de nitrato estdn separados, y que
el efecto del oxigeno es dominante (Stewart, 1988). Una vez que se han establecido las
condiciones anaerébicas y Fnr se ha unido a sus secuencias consenso (como se ha indicado
para la desnitrificacién), entra en funcionamiento un segundo nivel de regulacién, basado

en un sistema regulador de dos componentes, implicando un sensor y un regulador.

En E. coli se ha demostrado la presencia de dos proteinas sensores para la presencia
de nitrato, NarX y NarQ. Estas dos protefnas de membrana se activan en presencia de
nitrato se activan y fosforilan a NarL, la cual, a su vez, se une a secuencias especificas de
ADN para activar la transcripcion de los genes relacionados con el metabolismo anaerébico
y para reprimir la transcripcion de los genes de la fumarato reductasa y aquellos otros
relacionados con la fermentacién (Chiang et al. 1992). Este patrén de regulacion génica
permite a la célula utilizar preferentemente el sustrato respiratorio del cual obtiene mds
energia (Cotter y Gunsalus, 1992). La transcripcién simultdnea de narGHII y fdnGHI
ocurre debido a que las proteinas que codifican, constituyen una cadena de respiracion
anaerdbica que acopla la oxidacién de formato a la reduccion de nitrato (Egan y Stewart,
1991). La transcripcién de narK supone la presencia de nitrato en el interior celular para

que pueda ser reducido por el enzima nitrato reductasa.
La presencia de dos proteinas sensores, NarX y NarQ, capaces de activar

independientemente a NarL implicarfa la existencia de un sistema redundante de sensores.

Se ha comprobado, sin embargo, que NarX-NarL intervienen, de alguna manera, en el
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metabolismo del molibdeno (Iuchi y Lin, 1987), funcién todavia no descrita para NarQ-
NarL.

5. Actividad nitrato reductasa en Bradyrhizobium.

Los estudios sobre el metabolismo del nitrato en los rizobios, tanto en vida libre
como en simbiosis, se remontan a 1938 cuando Rajagopalan demostré la capacidad de los
nédulos de las leguminosas para desnitrificar. Posteriormente, Evans (1954) demostré la
presencia de un sistema activo de reduccion de nitratos en nédulos de soja. Desde entonces,
se ha prestado gran interés al metabolismo del nitrato en las bacterias de la familia
Rhizobiaceae, tanto por sus implicaciones en la nodulacién y fijacién de N, como por la
capacidad de las mismas para eliminar el N fijado y por el interés que suponen los estudios
comparativos, a nivel fisiolégico, bioquimico, genético, etc., entre células en vida libre y

en simbiosis.

Los primeros estudios relativos a la caracterizacion de la actividad nitrato reductasa
en células en vida libre y en bacteroides de rizobios se deben a Cheniae y Evans (1960)
y a Lowe-y Evans (1964). Posteriormente, Kennedy et al. (1975) demostraron la existencia
de actividad nitrato reductasa tanto en la fraccién solubie como en la particulada de
bacteroides de B. japonicum y ademds, indicaron que el enzima soluble tenfa un tamafio
molecular, estimado por filtracién en Sephadex G-150, de 70 kDa. El enzima fue incapaz
de utilizar NADPH, NADH o FAD como donadores de electrones y el ditionito inhibid su
actividad, inactivacion que pudo prevenirse con metil violégeno. Aunque el enzima nitrato
reductasa asociado a las membranas de los bacteroides present unas constantes cinéticas
diferentes a las del enzima NR soluble, dado que ambos enzimas presentaron igual
sensibilidad al ditionito y el metil violégeno previno la inactivacién del enzima, (Kennedy
et al. 1975) concluyeron que los enzimas nitrato reductasa soluble y particulado de

bacteroides eran el mismo.

En ese mismo estudio (Kennedy et al. 1975), el enzima nitrato reductasa del citosol

de células de B. japonicum cultivadas aerébicamente con glutamato presentd un tamafo
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molecular de 70 kDa, al igual que los bacteroides. Ademds, el comportamiento del enzima
de las células cultivadas aerébicamente con glutamato, respecto a donadores de electrones
y sensibilidad al ditionito, fue similar al del enzima de los bacteroides, por lo que se

sugirié que se trataba de la misma proteina (Kennedy et al. 1975).

Posteriormente, Daniel y Gray (1976) estimaron el tamafio molecular de la nitrato
reductasa del citosol de bacteroides de B. japonicum en 69 kDa, lo que coincidié con las
observaciones previas de Kennedy et al. (1975). En este mismo trabajo, Daniel y Gray
(1976) determinaron el tamafio molecular de la nitrato reductasa soluble de células
cultivadas microaerébicamente con nitrato en 69 kDa, similar al de los bacteroides. Sin
embargo, en el citosol de células cultivadas aerébicamente con nitrato se identificé un
enzima nitrato reductasa de 170 kDa. Teniendo en cuenta los trabajos de Lowe y Evans
(1964) y de Kennedy et al. (1975) se sugiri6 que en B. japonicum los enzimas nitrato
reductasa solubles de bacteroides y de células cultivadas aerdbica o microaerébicamente
eran idénticos, y que las diferencias entre ellos en tamafio molecular, sensibilidad al
oxigeno e inhibicién por cianuro serfan debidas a una interaccién diferente entre sus

subunidades (Daniel y Gray, 1976).

Recientemente se ha realizado el primer estudio sobre el enzima nitrato reductasa
asociado a las membranas de B. japonicum (Delgado et al. 1992). El tamafio molecular,
estimado por filtracién en Sephacryl S-200, del enzima en células cultivadas aerébicamente
con glutamato fue de 78 kDa. Sin embargo, cuando las células se cultivaron con nitrato,
aerébica o microaerébicamente y, cuando después de crecidas en glutamato, se incubaron
en condiciones de microaerobiosis, con o sin nitrato, el tamafio molecular estimado fue de
236 kDa (Delgado et al. 1992). Basdndose en las diferencias en tamafio molecular entre
los enzimas procedentes de membranas de células cultivadas con glutamato y las
procedentes del resto de tratamientos, as{ como la distinta afinidad de los mismos por el
nitrato y la sensibilidad a varios inhibidores, se ha sugerido que el enzima de las células
crecidas con glutamato es diferente a todos los demds y que puede no ser funcional en

condiciones fisiolégicas (Delgado et al. 1992).
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Daniel y Gray (1976) fueron los primeros en demostrar que el oxigeno controla la
actividad nitrato reductasa en células cultivadas de B. japonicum, ya que dicha actividad
aumentaba en microaerobiosis. Posteriormente, se comprobé que el papel del oxigeno era
primordial para la sintesis y actividad del sistema de reduccién de nitrato y que la
induccién de los enzimas implicados en el proceso estaba controlada por el nivel de
oxigeno y no por el de nitrato (O’Hara et al. 1983). Sin embargo, posteriores estudios han
demostrado que aunque la exclusién de oxigeno puede inducir actividad nitrato reductasa,
los méximos valores de dicha actividad sélo se alcanzan en microaerobiosis y cuando el
nitrato estd presente en el medio (Vairinhos et al. 1989; Delgado et al. 1992). Ademds, en
B. japonicum la presencia de oxigeno inhibe el transporte de nitrato al interior celular, al

igual que ocurre en otros microorganismos con capacidad de desnitrificar (Herndndez y

Rowe, 1988).

Aunque tanto las células en vida libre como los bacteroides pueden llevar a cabo
la desnitrificacién del nitrato (O’Hara y Daniel, 1985; Vairinhos et al. 1989; Arrese-Igor,
1990; Delgado et al. 1991), no existen referencias bibliogréficas sobre los enzimas que
intervienen en el proceso de desnitrificacion por las cepas de la familia Rhizobiaceae. En
general, las bacterias del género Bradyrhizobium tienen mayor capacidad de desnitrificar
que los rizobios de rdpido crecimiento, con la excepcién de R. meliloti (Daniel et al. 1982;
Arrese-Igor y Aparicio-Tejo, 1992). Aunque se ha indicado que la disminucién en la
tensién de oxigeno es el principal factor responsable de la sintesis de los enzimas
implicados en el proceso de desnitrificacion (O’Hara et al. 1983), ambas circustancias,
ausencia de oxigeno y presencia de nitrato, son necesarias para la expresién éptima de la
actividad desnitrificante (van Berkum y Keyser, 1985; Smith y Smith, 1986). De hecho,
Vairinhos et al. (1989) han establecido que la desnitrificacién es dependiente de la
presencia de nitrato y en bacteroides de R. meliloti dicha actividad es dependiente

exponencialmente de la concentracién de nitrato (Arrese-Igor y Aparicio-Tejo, 1992).

En los tltimos afios se ha prestado atencidn a la desnitrificacién en bacteroides de

rizobios ya que:
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a) Es un proceso capaz de generar energia mediante la traslocacién de H, en las
membranas, durante la desnitrificacién del nitrato, tanto en bacteroides de B. japonicum
como en vida libre (Bhandari et al. 1984).

b) La capacidad de desnitrificacién puede permitir a los bacteroides sobrevivir durante
periodos de anoxia producidos por sequia o encharcamiento (Zablotowicz y Foch, 1979).

c¢) Permite eliminar el nitrito y los éxidos de nitrégeno producidos, todos ellos muy
toxicos para la planta, ya que pueden inhibir la actividad nitrogenasa e inactivar
funcionalmente a la leghemoglobina (O’Hara y Daniel, 1985; Arrese-Igor y Aparicio-Tejo,
1992).

Desde un punto de vista aplicado, se ha especulado con que la actividad
desnitrificante de los rizobios puede significar una importante pérdida de nitrato en los
suelos (Daniel et al. 1980). Sin embargo, las tasas de desnitrificacién son relativamente
bajas comparadas con otros organismos desnitrificadores (Smith y Smith, 1986), y el
nimero de rizobios es relativamente bajo comparado con estos iltimos (Gamble et al.
1977). Por otra parte, el empleo de cepas de B. japonicum como indculo no aumenta la
pérdida de N disponible para la planta ni contrarresta las posibles ventajas que les puede
proporcionar dicha capacidad desnitrificante tanto en vida libre como en simbiosis

(Breitenbeck y Bremner, 1989).

En la familia Rhizobiaceae 1a utilizacién de mutantes deficientes en actividad nitrato
reductasa no se ha dirigido, en ninglin casa, a estudios genéticos sobre los enzimas
implicados en la utilizacién de nitrato, sino que estuvieron motivados por las implicaciones
de dicha actividad en la fisiologia de la simbiosis. Asf, la obtencién mediante tratamiento
con nitrosoguanidina de mutantes de R. meliloti carentes de actividad nitrato reductasa que
eran incapaces, a su vez, de fijar N, en simbiosis, llevé a Kondorosi et al. (1973) a
proponer que la nitrato reductasa y la nitrogenasa tenfan en comin la subunidad a la que
se unia el cofactor de molibdeno. Pagan et al. (1977) y Gibson y Pagan (1977) emplearon
mutantes de Bradyrhizobium sp., incapaces de utilizar nitrato mediante seleccién por
resistencia al clorato, para demostrar que el nitrito, producto de la reduccién del nitrato,

no era el responsable de la inhibicidn de la fijacién de N, por nitrato, ya que la actividad
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nitrogenasa disminuia tanto cuando las plantas se inoculaban con la cepa parental como con

las mutantes.

El uso de mutantes deficientes en actividad nitrato reductasa, obtenidas mediante
resistencia al clorato (de Vasconcelos et al. 1980) o por insercién de transposones (Howitt
et al. 1988; Maier y Graham, 1990) han permitido demostrar que la actividad nitrato
reductasa no puede utilizarse como pardmetro para determinar la capacidad de fijar N, y
que no existe relacién entre la actividad nitrato reductasa y nitrogenasa, a pesar de que
algunas mutantes puedan expresar mayor capacidad de fijar N, que la cepa parental

(Manhart y Wong, 1979; de Vasconcelos et al. 1980; Maier y Graham, 1990).
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- OBJETIVOS DEL TRABAJO



Bradyrhizobium japonicum es un microorganismo bien conocido por su capacidad
para infectar las células radicales de algunas especies de leguminosas y dar lugar a
simbiosis fijadoras de dinitrégeno atmosférico. En vida libre, esto es, fuera del estado
simbidtico, esos microorganismos, como otras muchas bacterias, hongos y virtualmente
todas las algas y plantas superiores utilizan nitrato, la fuente m4s abundante de N

inorganico en el suelo, para su nutricién.

B. japonicum es muy versitil en cuanto a la utilizacién de nitrato ya que, en
aerobiosis, puede asimilarlo e incorporarlo a los componentes nitrogenados celulares y,
ademds, en ausencia de oxigeno, puede emplear nitrato como aceptor final de electrones
de la cadena respiratoria reduciéndolo hasta la formacién de 6xidos de nitr6geno e incluso
nitrégeno molecular. Este tltimo proceso, la desnitrificacién de nitrato, representa una
forma alternativa de generacion de energia (ATP) y su existencia se ha demostrado tanto

en células en vida libre como en bacteroides de B. japonicum.

Sin embargo, los conocimientos sobre los enzimas que intervienen en este proceso
son, practicamente nulos. Baste decir que no existe informacién sobre €l enzima nitrato
reductasa responsable de la respiracion del nitrato, proceso que abre la ruta metabdlica de
utilizacién de nitrato en condiciones microaerdbicas, y que, por tanto, se desconocen los

mecanismos implicados en la sintesis y regulacién de dicho enzima.
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Por el interés de la reduccién respiratoria del nitrato en si mismo, y porque la
utilizacién microaerdbica de este i6n por células en vida libre podria utilizarse como
modelo para estudiar el metabolismo del nitrato en bacteroides que, no hay que olvidar,
se encuentran en un ambiente donde la presién parcial de oxigeno es del orden de 10 nM,

en el presente trabajo de investigacién se establecieron los siguientes objetivos:

1. Identificacién de enzimas con actividad nitrato reductasa en las membranas de

Bradyrhizobium japonicum.

2. Obtencidon de mutantes deficientes en la utilizacién microaerdbica del nitrato.

3. Estudios sobre la regulacién fisiolégica de los enzimas nitrato reductasa y posible

aislamiento, purificacién y caracterizacion de tales enzimas.
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 MATERIAL Y METODOS



1. Material bioldgico.
1.1. Bacterias.

El microorganismo utilizado en este trabajo ha sido Bradyrhizobium japonicum

PJ17. Esta cepa es un resistente espontdneo a estreptomicina y kanamicina, derivada de B.

japonicum USDA 122DES (Lepo et al. 1981).

En los experimentos de mutagénesis se utilizé como cepa donadora Escherichia coli
S17-1. Esta cepa es portadora el pldsmido pJQ18, construido a partir del pldsmido suicida
pSUP5011 cambiando el marcador de resistencia a kanamicina por el de tetraciclina (Hynes
et al. 1989).

1.2. Material vegetal.

Se ha utilizado la variedad Williams de Glycine max L. (Merr.). Las semillas de
soja fueron amablemente suministradas por los Drs. R. Orive y F. Temprano, C.I.D.A. Las

Torres y Tomejil, Alcala del Rio, Sevilla.
2. Reactivos y productos.

- Agar: Difco.

- Acrilamida: Sigma.

- Antibidticos: Sigma y Boehringer.

- Bisacrilamida: Boehringer.

- Dietil-amino-etil-celulosa (DEAE-celulosa): Schleicher y Schuell.

- Dodecil sulfato sédico (SDS): Boehringer.

- Etilén-diamino-tetraacetato sédico (EDTA): Sigma.

- Extracto de levadura: Oxoid.

- Protefnas patrén para determinacion de tamafio molecular mediante electroforesis:

Pharmacia.
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- Proteinas patrén preteiiidas para determinacién de tamaifio molecular mediante

electroforesis: Sigma.
- Sephacryl tipo S-200: Pharmacia.
- Sepharosa tipo Q HiLo, FF: Pharmacia.
- Tris(hidroximetil)amino-metano (Tris): Sigma.
- El resto de reactivos y productos empleados en este trabajo han sido de grado analitico
y de las marcas Fluka, Merck, Panreac, Probus, Serva y Sigma, con predominancia de esta

ultima.
3. Aparatos.

Los aparatos empleados en la realizacion de esta tesis han sido de las marcas y
modelos siguientes:
- Agitador de tubos Selecta Reax 2000.
- Agitador magnético SBS A-06.
- Aplicador de muestra SA-5 Pharmacia.
- Arcones congeladores Koxka AC-85200 (§70°C) y Zanussi (-20°C).
- Autoclave vertical Herman.
- Balanza AND FX-320.
- Balanza de precisiéon Mettler AE-260.
- Bafios de incubacién Tecam y Unitronic 320.
- Bomba de pecera Sirocco D-2.
- Bomba de vacio Millipore XX5522050.
- Bombas peristilticas P1 (Pharmacia) y Masterflex.
- Bomba peristéltica de gran volumen Masterflex 7529-20.
- Centrifuga de sobremesa Beckman GPR. v
- Centrifuga refrigerada Sorvall RC5C con rotores GSA y SS34.
- Colector de fracciones RediFrac (Pharmacia).
- Columna de vidrio C26/100 y adaptadores (Pharmacia).
- Columna preempaquetada Hil.o de Q-Sepharosa (Pharmacia).

- Cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890 con detector de conductividad térmica.
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- Cromatégrafo de gases Perkin-Elmer F33 con detector de ionizacién de llama.

- Cubeta de electroforesis LKB 2050.

- Cubeta de electroforesis Mini-protean Il (Bio-Rad).

- Densitémetro Shimadzu CS-9000.

- Equipo de electroelucién Bio-Rad 422.

- Equipo de filtracién tangencial (Centrasette 5, Filtron).
- Espectrofotémetro Shimadzu UV-160.

- Estufa Selecta Digitronic.

- Fuente de electroforesis LKB 2197.

- Fuente de electroforesis Bio-Rad 1000/500.

- Horno de esterilizacién Tarma.

- Incubador orbital Gallenkamp.

- Mezclador de gradiente 2117 (Pharmacia).

- Microcentrifuga Heraeus Biofuge A.

- Nevera Cointra (4°C).

- pH-metro Crison micropH 2000.

- Registradores LKB 6520-4.

- Reservorio de empaquetamiento RC26 (Pharmacia).

- Sonicador Braun-Biotech Labsonic 2000.

- Termostato LKB 2219.

- Transiluminador TF-45 WL.

- Ultracentrifuga Beckman Optima con rotores 60Ti y SW65Ti.
- Ultracentrifuga de sobremesa Beckman TL-100 con rotor TLA-100.
- Uvicord LKB 8300.

- Vilvula de 4 vias LV-4 (Pharmacia).
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4. Medios de cultivo.

4.1. Medios.

Como medio completo para el crecimiento de Bradyrhizobium japonicum se utilizé

el medio YEM (Vincent, 1970).

Manitol = e,

MgSO, x TH,O0 ...
Agua (desionizada) .................

Agar (para medio sélido)

Como medio definido se ha empleado el medio LMB descrito por Lim y

Shanmugan (1979):

Macroelementos

KHPO, o

Na,HPO,

Extracto de levadura

Microelementos

H.BO;, e
ZnSO, x TH,O0 ...
CuSO, x SH,O ...
MnSO, x 4H,0 ...
Na,MoO, x 2H,0  ..........

Biotina .
Agua (desionizada) ............

Agar purificado (medio sélido)

.........................

MgSO, x TH,0 ...
Call, cssanmsmemns

Manitol eeeeeteeteneeaeanne
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Todos los medios se prepararon ajustando el pH a 6.8-7.2 y se esterilizaron en
autoclave a 115°C durante 30 min.

Para el empleo del medio LMB en la obtencién de grandes volumenes de cultivo
se sustituyo el extracto de levadura por glutamato monosédico (10 mM). Cuando se utilizé
como medio selectivo, segiin se indica en el texto, el extracto de levadura se sustituy6 por

KNO; (10 mM), NH,C1 (10 mM), NaNO, (1 mM) o hipoxantina (7.5 mM).

Los cultivos de Escherichia coli se realizaron en el medio completo de Luria-
Bertani (LB) (Miller, 1972).

Triptona e, 10g
Extracto de levadura ..., 5g
NACT  corssmnsissmsomsiomararinamesetionsensensneinessssenes 5g
Agua (desionizada) .....ccceceevivreeriennns 1000 ml
Agar (medio S6ld0o) ....ccocerereereeirnerennnrene. 15¢g

El medio se esterilizdé de manera habitual a 115°C durante 30 min.

4.2. Antibidticos.

Los antibidticos que se emplearon, esterilizados mediante filtracidn a través de filtro
Millipore de 0.45 pm de tamaiio de poro, se adicionaron a los medios respectivos de B.
Japonicum a las concentraciones finales siguientes: estreptomicina (Sm) 220 mg/l,
kanamicina (Km) 100 mg/l, tetraciclina (Tc) 50 mg/l y cloranfenicol (Cm) 100 mg/l. Para
E. coli, los antibidticos y las concentraciones finales en el medio fueron: ampicilina (Ap)
200 mg/l, cloranfenicol (Cm) 100 mg/l y tetraciclina (Tc) 10 mg/l. Todos los antibidticos
se prepararon en soluciones concentradas en agua desionizada estéril, excepto la Tc que
se prepard en etanol al 50% (v/v) para E. coli o etanol al 100% (v/v) para B. japonicum,

y €l Cm que se prepard, en ambos casos, en etanol al 50% (v/v).
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5. Crecimiento de plantas en condiciones bacteriolégicamente

controladas.
5.1. Esterilizacion de semillas y germinacion.

Las semillas de soja se esterilizaron en superficie mediante inmersion en etanol al
96% (v/v) durante 3 min. Después de lavar 5-6 veces con agua estéril, se dejaron en
imbibicién durante 2-3 h. Posteriormente, las semillas se colocaron asépticamente en placas
Petri que contenian papel de filtro humedecido con 2.5 ml de agua estéril y, finalmente,

se germinaron en oscuridad a 28°C durante 48 h.
5.2. Solucion nutritiva para el cultivo de plantas.

Para el cultivo de soja se ha utilizado la solucién mineral descrita por Rigaud y

Puppo (1975), cuya composicién es la siguiente:

Macroelementos
KH,PO,  csnsssmmmmmmmsmamnsmss 02 g
MgSO, x TH,O e 02 g
KCl coimiminiomommsimssssis manmssmss s 02 g
CaS0), e mssesssase 012 g
EDTA férrico (Secuestrene) ........ceeen. 0025 ¢
AUA s 1000 mi

Microelementos
Na,MoO, x 2ZH,0 ..o 4 mg
HBO; e 1.86 mg
MnSO, x 4H,0 . 223 mg
74138 M ¢ 1 5 I — 290 mg
CoSO, x SHO swssssscssmsm 2.40 mg




5.3. Cultivo de plantas.

Una vez germinadas, las plantulas de soja con un grado de desarrollo uniforme,
aproximadamente 2.5 cm de radicula, se cultivaron en jarras Leonard (Leonard. 1943). De
los dos componentes que forman este sistema, el superior se rellené con vermiculita lavada
previamente con abundante agua y el inferior contenia la solucién mineral de Rigaud y
Puppo (1975). Las jarras asi preparadas se esterilizaron en autoclave a 115°C durante 30
min. En cada jarra se sembraron dos pldntulas que se inocularon en el momento de la

siembra con 1 ml de una suspensién de la cepa adecuada de B. japonicum.

Posteriormente, las pldntulas se cubrieron con una capa de perlita que previene la
posible contaminacion ambiental y refleja la luz incidente, evitando un excesivo
calentamiento que pudiera impedir el adecuado desarrollo de las semillas pregerminadas.
Las jarras se envolvieron con papel de confitero o de aluminio para evitar que la luz

incidiera sobre las raices.

Las jarras asi preparadas se trasladaron a una camara de crecimiento para plantas,
mantenida en las siguientes condiciones: 500 pEinstein/m* x s (400-700 nm) de intensidad
luminosa, fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad, 25/18°C temperatura dia/noche y 50%

de humedad relativa.

Los in6culos de todas las cepas de B. japonicum se realizaron a partir de cultivos
en medio YEM que fueron resuspendidos en agua estéril. La densidad final de cada inéculo

fue, aproximadamente, de 10° células/ml.
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6. Métodos genéticos y de biologia molecular.

6.1. Mutagénesis de Bradyrhizobium japonicum PJ17, seleccion y caracterizacion de

transconjugantes deficientes en la utilizacion de nitrato.

6.1.1. Mutagénesis de B. japonicum PJ17.

La mutagénesis se llevé a cabo por transferencia, mediante conjugacién, del
pldsmido autotransmisible pJQ18 desde la cepa donadora E. coli S17-1 a la receptora B.
japonicum PI17. Para ello, a partir de cultivos en fase logaritmica de la cepa donadora y
en fase estacionaria de la receptora, ambas cepas, en proporcién 1:1, se mezclaron en un
tubo eppendorf; el tubo se centrifugd durante 1 min en una microfuga (10000 rpm) y el
sedimento se resuspendié en 0.1-0.2 ml de medio YEM. La suspensidn celular se utilizé
para impregnar un filtro Millipore de 0.45 pm de tamafio de poro y 2.5 cm de didmetro,
previamente depositado sobre medio YEM sélido. La placa Petri que contenia las células
se incubd durante una noche a 28°C. Finalmente, las células se recogieron en 5 ml de

medio YEM liquido suplememtado con Tc, Km y Sm a las concentraciones adecuadas, y

se cultivaron durante 8 h a 28°C en agitacién.

6.1.2. Seleccién de transconjugantes.

Realizada la mutagénesis y el enriquecimiento de los posibles transconjugantes, las
células se recogieron, lavaron y resuspendieron en medio LMB con 10 mM de KNO,,
como unica fuente de nitrégeno, adicionado de los antibidticos correspondientes, y se
incubaron durante una noche a 28°C. Pasado este tiempo, se adicioné Ap al medio a una
concentracién final de 2 mg/ml, continudndose la incubacién durante otras 8 h. Finalmente
se recogid la mezcla y las células se sembraron, previa dilucién, en medio selectivo LMB
sélido con 10 mM de NH,CI, como fuente de nitrégeno, adicionado de los antibiticos
adecuados, y se incubaron a 28°C hasta la aparicién de colonias de posibles clones

transconjugantes (= 20-30 d).
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6.1.3. Caracterizacién de cepas de Bradyrhizobium japonicum PJ17 deficientes en

la utilizacién de nitrato.

Las colonias que crecieron en el medio selectivo se picaron en medio YEM
utilizando palillos de dientes estériles y se incubaron a 28°C. Las colonias que crecieron
(= 7 d) se picaron de nuevo en medio LMB con KNO, y se incubaron tanto en condiciones
aerébicas como microaerdbicas durante, aproximadamente, 15 d y 30 d, respectivamente.
Para el crecimiento en microaerobiosis, las placas Petri sembradas con los transconjugantes
se colocaron en recipientes provistos de entrada y salida de gases y cierre hermético. La
exclusién de O, se consiguid haciendo pasar una corriente de N, a través de los recipientes
hasta observar el cambio de color azul a blanco de tiras indicadoras de anaerobiosis

(sistema GasPak, BBL) dispuestas en el interior de los mismos.

Los transconjugantes incapaces de crecer en condiciones microaerdbicas se
repicaron en placas Petri réplica que contenfan medio YEM y se cultivaron, de nuevo,
aerébicamente en medio sélido LMB con KNO,, NaNO,, NH,Cl, glutamato o hipoxantina
como tunica fuente de nitrégeno. Después de estos procesos, se seleccionaron como
mutantes deficientes en la utilizacién de nitrato aquellos transconjugantes incapaces de
crecer microaerébicamente con nitrato que fueran o no capaces de crecer en medio definido
LMB con KNO, y, simultdneamente, capaces de crecer en LMB con las otras fuentes de
nitrégeno empleadas. Como paso posterior de caracterizacién se comprobd, en las cepas
mutantes seleccionadas, el funcionamiento de la citocromo oxidasa terminal (citocromo aa,)
de la cadena transportadora de electrones. Para ello, las mutantes se sembraron en medio
YEM y, una vez crecidas, cada colonia se cubrié con una fnezcla en proporcién 1:1 de 1%
de a-naftol (p/v) en etanol y 1% de N,N,-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) en agua
(reactivo de Nadi) (O’Brian et al. 1987). En presencia de O,, B. japonicum y otras
bacterias (E1 Mokadem y Keister, 1982; Marrs y Gest, 1973) catalizan la formacién de azul
de indofenol, a partir de a-naftol y DMPD, debido a la actividgd de la citocromo oxidasa.

Por tanto, se eliminaron aquellas cepas que no se colorearon de azul.
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6.2. Aislamiento de ADN total de Bradyrhizobium japonicum.

El aislamiento de ADN total se efectué segin un método disefiado especialmente
para (Brady)rhizobium desarrollado en el Departamento de Genética de la Universidad de

Bielefeld (Repiblica Federal de Alemania).

La obtencién de ADN se realizé a partir de 1.5 ml de un cultivo en fase logaritmica
de cada cepa de B. japonicum. Las c€lulas se recogieron por centrifugacién durante 2 min
en una microfuga (10000 rpm), se lavaron con 500 pl de tampén TE (Tris/HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8.0) adicionado de sarcosil al 0.1% y, finalmente, se resuspendieron en
1 ml de NaCl 1 M. Las células se incubaron en agitacién 1 h a 4°C y posteriormente se
centrifugaron durante 2 min, elimindndose el sobrenadante resultante. El sedimento se
resuspendid hasta homogeneidad en 250 pl de tampén TE suplementado con sacarosa al
20%. A esta suspension se adiciond 250 pl de TE con lisozima (5 mg/ml) y RNAsa (1
mg/ml), se agitd en vértex y se incubd durante 30 min a 37°C. Pasado este tiempo, se
adicionaron de nuevo 100 pl de TE con sarcosil al 5% y pronasa (10 mg/ml) y se incubd
1 h a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 70 pl de acetato sédico 3 M, pH 5.2 y 200 pl
de fenol/cloroformo’ séguidos de otros 200 pl de fenol. Esta mezcla de acetato sédico,
fenol/cloroformo y fenol se agité durante 2 min y se centrifugé durante 5 min.
Posteriormente, la fase superior acuosa se recogié y después de adicionarle 300 pl de
cloroformo se agitd y se centrifug6 durante 5 min. La fase superior se recogié en un nuevo
tubo y se mezcldé con 700 pl de isopropanol enfriado a -20°C, dejdndose después durante
5 min a -70°C. Posteriormente, se centrifugd durante 5 min, se elimind el sobrenadante y
se adicionaron 500 pl de etanol al 70% a -20°C; sin agitar se centrifugé de nuevo durante
5 min. Finalmente, después de eliminar el sobrenadante con cuidado, se secé al vacio y el

ADN se resuspendi6 en 100 pl de agua bidestilada.

"La mezcla fenol/cloroformo se preparé en proporcién 1:1 a partir de: a) fenol al
100% (p/v) en Tris/HCl1 0.1 M, pH 8, adicionado de 8-hidroxiquinoleina al 0.1% (p/v). b)

alcohol isoamilico:cloroformo (1:24, v/v).
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6.3. Minipreparacion del plasmido pJQ18.

El aislamiento rdpido y en pequeifia escala del pldsmido pJQ18 se llevé a cabo
segin el método de Ish-Horowicz y Burke (1981) descrito en el manual de Sambrook e?
al. (1989), especifico para pldsmidos de Mr < 60 kb. Para ello, células de E. coli S17-1 se
cultivaron en medio liquido LB, adicionado de los correspondientes antibiéticos, hasta
principio de la fase estacionaria. De este cultivo se tomaron 1.5 ml y se centrifugaron en
una microfuga (10000 rpm) durante 1 min. Después de retirar el sobrenadante
cuidadosamente, las c€lulas se resuspendieron en 100 pl de la solucién I (glucosa 50 mM,
Tris/HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8, lisozima 4 mg/ml) y se incubaron durante 5 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, la solucién anterior se suplememtd con 200 pl de
la solucién II (NaOH 200 mM, SDS 1%), se mezclaron por inversion rdpida 3-4 veces y
la solucién resultante se incubd en hielo durante 5 min. Después se adicionaron 150 pl de
acetato potdsico 5 M, pH 4.8, previamente enfriado a 4°C, y el tubo en posicién invertida
se agité durante 10 s, incubdndose de nuevo en hielo durante 5 min. Posteriormente, la
suspension se centrifugd durante 5 min, se recogié el sobrenadante y, en un nuevo tubo,
se mezclé con 1 volumen de fenol/cloroformo para extraer el ADN. La fase superior
acuosa, conteniendo el ADN, se pasd a un nuevo tubo y se mezcld, por inversién, con 2.5
voliimenes de etanol del 100% (v/v) enfriade a -20°C, incubdndose a -70°C durante 15
min. Pasado este tiempo, la mezcla se centrifugé durante 15 min, y el precipitado resultante
se lavé con etanol del 70% (v/v) enfriado a -20°C, se desecd al vacio y se resuspendio,

finalmente, en 50 pl de tampén TE.

6.4. Digestion total de ADN.

La digestion del ADN, tanto dei pldsmido pJQ18 como del cromosoma de cada
cepa de B. japonicum, se realiz6 mediante el empleo de enzimas de restriccién. Los
tampones y temperaturas utilizadas fueron los recomendados por los fabricantes
(Boehringer). Se utilizé, aproximadamente, 1 pg ADN en un volumen final de 20 pl de

mezcla de reaccién. El ADN total de cada cepa de B. japonicum se corté siempre con el
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enzima Eco RI, mientras que el ADN plasmidico se cortd bien con Eco RI para linearizar

el pldsmido pJQ18 o bien con Hpa [ para aislar el inserto de TnS.

6.5. Separacion de fragmentos de restriccion.

La separacién de los fragmentos de ADN, procedentes del pldsmido pJQ18 o del
cromosoma de las cepas de B. japonicum utilizadas, se llevd a cabo mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 0.7% en tampén TBE (Tris 89 mM, Na,EDTA 2.5 mM,
H,BO, 89 mM, pH 8.2). Las muestras de ADN (5 pl) se mezclaron con 2 pl de solucién
de carga (urea 4 M, sacarosa 50%, EDTA 50 mM, pH 7.0 y azul de bromofenol 0.1%), y
se sometieron a electroforesis. El desarrollo de las muestras se realizé con el gel sumergido

en tampén TBE durante 2-3 h a 100 V de diferencia de potencial eléctrico.

6.6. Revelado de geles y fotografia.

Los geles de agarosa se revelaron sumergiéndolos, durante 20-30 min, en agua a
la que se adicionaron unas gotas de una solucién de bromuro de etidio (1 mg/ml) y

observandolos en un transiluminador de luz ultravioleta (260 nm).

La fotografia de los géles se realizd con una cdmara Nikon FE2 y pelicula Tri-X

pan de 400 ASA con luz ultravioleta como fondo.
6.7. Transferencia de ADN a filtros de nitrocelulosa.

Después de su separacién en geles de agarosa, la transferencia de los fragmentos
de restriccion del ADN total de cada cepa de B. japonicum. o del pldsmido pJQ18
.lincarizado. a filtros de nitrocelulosa se realizé segin el método descrito por Southern
(1975). Antes de su transferencia el ADN se someti6 a depurinacién dcida por inmersién
del gel en una solucién de HC1 0.25 M, 2 veces durante 10 min cada vez. Posteriormente,
el ADN se desnaturalizé6 mediante inmersién del gel en una solucién compuesta por NaOH

0.5 M, NaCl 1.5 M dos veces consecutivas de 15 min cada una. Finalmente, el ADN se
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neutraliz6 mediante inmersién en una solucién formada por Tris/HCl 0.5 M, NaCl 3 M,
pH 7.0 durante 20 min y, antes de pasar a la siguiente etapa, el gel se lavé con agua

destilada.

Para realizar la transferencia, el gel se colocé sobre un papel Whatman 3MM
humedecido en tampdén SSC 20 veces concentrado (20 x SSC; 1 x SSC: NaCl 150 mM,
citrato sédico 15 mM, pH 7.0) dispuesto sobre una superficie regular y horizontal. El gel
se cubrié con un filtro de nitrocelulosa y 2 piezas de papel Whatman 3MM del mismo
tamafio previamente saturadas mediante inmersién en tampén 20 x SSC durante 30 min.
Sobre todo el sistema se colocé papel secante y sobre éste un peso de aproximadamente
1 kg. Durante la transferencia', el papel secante se puede sustituir cuando se haya
humedecido o bien se puede poner nuevo papel encima del ya humedecido. El primer papel
Whatman 3MM se conectd a un reservorio de tampén 20 x SSC para permitir un flujo
continuo de tampodn a través de todo el sistema durante el tiempo necesario para realizar

la transferencia del ADN, que se estiméd en 14 h.

Pasado este tiempo, se comprobé que todo el ADN se habia transferido al filtro de
nitrocelulosa mediante la visualizacién del gel. Posteriormente, el filtro se lavé dos veces
con 6 x SSC para eliminar los restos de agarosa, se sec6 a temperatura ambiente y se cocié

al vacio durante 2 h a 80°C.

6.8. Recuperacion de ADN de geles de agarosa.

Para aislar el fragmento de ADN correspondiente al transposén TnS del pldsmido
pJQ18, después de la restriccién con Hpa 1y la electroforesis en gel de agarosa, los
fragmentos de restriccién se visualizaron y se identificé el correspondiente al TnS por su
tamafio (5.6 kb). Para recuperar el transposén se practicé un corte en el gel, en el sentido
de la migracién de la electreforesis, justo delante del fragmento y se introdujo una
membrana de DEAE-celulosa ocupando todo lo ancho de la banda de migracién y cuyo

grosor fue ligeramente superior al del gel. Posteriormente, el gel se sometié de nuevo a
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electroforesis y cuando se comprobd que el ADN estaba adherido a la membrana, se cortd
Ja corriente eléctrica. Una vez que se retiré del gel, la membrana se introdujo en un tubo
eppendorf con la parte del ADN hacia la luz del tubo, se adicionaron 300 pl de tampén de
elucién (Tris/HCl 20 mM, NaCl 1.5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5) y se incubé un tiempo
minimo de 1 h a 68°C, agitando de vez en cuando manualmente. Después de comprobar
que no quedaba ADN en la membrana, €ésta se retird y se adicionaron al tubo 750 pl de
etanol absoluto, dejando precipitar el ADN un minimo de 5 h a -20°C. Transcurrido este
tiempo, la mezcla se centrifugé durante 15 min, se descarté con cuidado el sobrenadante
y el sedimento se lavé con etanol al 70% preenfriado a -20°C. Finalmente el ADN se sec6
al vacio y se resuspendi6é en el volumen adecuado de TE (pH 7.6) para su posterior

marcaje con dioxigenina.
6.9. Marcaje de sondas de ADN para hibridacion.

El ADN digerido o de fragmentos aislados de geles de agarosa se marcé segiin la
técnica no radioactiva comercializada por Boehringer (Mannhein, R.F. de Alemania). Esta
técnica consiste, en esencia, en la sintesis parcial de ADN a partlr del ADN molde que se
quiere usar como sonda. Para ello se utiliza una mezcla de hexanucleétidos como cebador,
ADN-polimerasa I (fragmento "Klenow") y la incorporacién de dioxigenina-dUTP como
nucledtido marcado. La presencia de este nucleétido sintético en el ADN se puede detectar

mediante una reaccién inmunolégica especifica.
6.10. Hibridacion ADN-ADN.,

La hibridacién ADN-ADN se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante
de los reactivos de hibridacién (Boehringer). Para ello, el filtro de nitrocelulosa, al que se
ha transferido el ADN que se quiere detectar, se introdujo en una bolsa de pldstico y se le
adiciond la solucién de prehibridacién: 5 x SSC, "reactivo de bloqueo" al 5% (p/v), sarcosil
al 0.1% (p/v), SDS al 0.02% (p/v) y formamida al 50% (v/v), incubadose un minimo de
1'h a 42°C. Después, esta solucién se sustituyé por la solucién de hibridacién, que es la

misma que la de prehibridacién a la que se ha adicionado el ADN sonda desnaturalizado
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por ebullicién durante 10 min, y se incubd un tiempo minimo de 6 h a 42°C. Terminado
el proceso de hibridacion, el filtro se lavé dos veces durante 5 min a temperatura ambiente
con una solucién compuesta por 2 x SSC y SDS al 0.1% (p/v) y, posteriormente, 2 veces
mds a 68°C durante 15 min con una solucién 0.1 x SSC y SDS al 0.1%. Una vez seco el
filtro se procedid a la deteccién inmunolégica del ADN hibridado usando anticuerpos
especificos contra la dioxigenina. Estos anticuerpos estdn conjugados con fosfatasa alcalina
que, en presencia de un sustrato quimioluminiscente, 3-(2’-Spiroadamantano)-4-metoxi-4-
(37’-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxietano (AMPPD), produce un compuesto inestable que, a su
vez, se descompone formando el anidén metil-meta-oxibenzoato, el cual emite luz a una
longitud de onda de 477 nm. La emisién de luz se detecté poniendo en contacto directo
el filtro, tras cubrirlo con papel de celofdn, con una pelicula autoradiografica Kodak X-
Omat y tras un tiempo minimo de 20 min. El tiempo de exposicién dependerd de la

cantidad de ADN, del grado de homologia y de la eficiencia del marcaje de la sonda.

7. Cultivo de células de Bradyrhizobium japonicum.

La obtencién de células de B. japonicum se realizé a partir de un precultivo de las
distintas cepas en 2 ml de medio YEM liquido. Las células se incubaron aerébicamente

sobre un agitador orbital (180 rpm) durante 24 h a 28°C.
7.1. Cultivo de células de B. japonicum PJ17 para determinacién de actividad NR.

Los precultivos obtenidos se utilizaron para inocular (proporcién 1:100) matraces
que contenfan medio LMB modificado mediante la sustitucién del extracto de levadura por
10 mM de glutamato monosddico, como tnica fuente de nitrégeno en el medio, y las
células se incubaron durante 4 d. La determinacién de actividad NR se realiz6 cada 24 h
a partir del segundo dia debido a la falta de masa celular a las 24 h de cultivo. Las células
(650 ml, 150 ml y 100 ml para el segundo, tercer y cuarto dfa de cultivo, respectivamente)
se recogieron por centrifugaciéon a 8000 x g durante 10 min a 4°C, se lavaron dos veces

con tampén Tris/HCl 50 mM, pH 7.5, y se resuspendieron, finalmente, en 2.5 ml del

mismo tampén.
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En experimentos paralelos, para estudiar el efecto que otras fuentes de nitrégeno
podrian ejercer sobre la expresién de actividad NR, al tercer dia de cultivo se adicioné al
medio bien KNO,, NH,Cl o NH,NQO, a la concentracién final de 10 mM, determindndose
la actividad NR al cuarto dia de cultivo. En otros casos, el medio LMB adicionado de

KNO, o NH,NO; se suplementd con cloranfenicol (100 pg/mi).
7.2. Cultivo de células de B. japonicum para purificaciéon de enzimas NR.

Cuando se cultivaron células en grandes volimenes (20 1) para los experimentos de
purificacién, a partir del primer precultivo se realizé un segundo precultivo en 50 ml de
medio YEM liquido (proporcién de inoculacién 1:50) que se incubd durante 24 h y, a su
vez, se utilizé para inocular 5 1 de LMB con glutamato monosédico. En este caso, la
agitacién se sustituyd por burbujeo de aire mediante una bomba de pecera conectada por
un tubo de goma a un filtro (Acro 50, Gelman) de 0.2 pm de tamafio de poro. El filtro, a
su vez, se unia por otro tubo de goma con una varilla de vidrio hueca que se sumergia en
el cultivo. Todo el sistema se esterilizaba antes de la inoculacién en autoclave a 115°C
durante 50 min. La inoculacién se realizé en una cdmara de flujo laminar para evitar las
posibles contaminaciones. Las células se incubaron durante 4 dias a 28°C y se recogieron
empleandc un sistema de filtracién tangencial provisto de una membrana (0.16 pm de
tamafio de poro) de canal abierto. Las células recogidas se lavaron 2 veces con tampén
Tris/HCL 50 mM, pH 7.5, y finalmente se resuspendieron en un volumen adecuado del

mismo tampoén. Todos los procesos de centrifugacién y lavado se realizaron a 4°C.
7.3. Incubacién de células para induccién de actividad NR.

La induccion de actividad NR, tanto en la cepa parental PJ17 como en las mutantes,
se llevd a cabo partiendo de las células que, después de cultivadas en LMB con glutamato
durante 4 dias se habfan recogido, lavado y finalmente resuspendido en tampén Tris/HCl
50 mM, pH 7.5 (2.5 ml/ de cultivo original). Las suspensiones celulares asi preparadas se
incubaron en un medio que contenia (por ml): 0.65 ml de tampén Tris/HCl 50 mM, pH
1.5, 0.05 ml de KNO, 100 mM, 0.1 ml de una mezcla de glucosa 50 mM y succinato
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sédico 50 mM, y 0.2 ml de c€lulas (= 0.3-0.5 mg de proteina). En algunos casos, como se
indica en el texto, a la mezcla de incubacidn se le adicioné cloranfenicol (100 pg/ml). Para
determinar el tiempo 6ptimo de induccion de actividad NR, las células se incubaron a 28°C
durante 40 h, bien en condiciones aerdbicas (agitacién orbital 180 rpm) o microaerébicas.
La microaerobiosis se consiguié gaseando la mezcla de incubacién con argon (Ar) durante
5-15 min, dependiendo del volumen de cultivo, empleandose filtros (Acro 50, Gelman) de
0.16 pm de tamafio de poro para evitar posibles contaminaciones. Durante el periodo de
incubacién, a intervalos regulares de tiempo (5 h) se tomaron alicuotas de 2 ml, que
después de centrifugar y lavar, hasta la desaparicién del nitrito del sobrenadante, se

resuspendieron en 1 ml de Tris/HCI 50 mM, pH 7.5.
7.4. Cultivos microaerdbicos de B. japonicum PJ17.

Las células de la cepa parental PJ17 también se cultivaron en condiciones
microaerdbicas. Para ello, a partir de un precultivo en medio YEM se inocularon matraces
de 11 de capacidad, provistos de cierre hermético perforable, que contenian medio LMB
con 10 mM de KNO, como tnica fuente de nitrégeno. La exclusién de oxigeno del medio
se consiguid, como se indicé en el apartado anterior, gaseando el medio con Ar durante 5-
15 min. La inoculacién se realizd mediante el empleo de jeringas hipodérmicas estériles.

Las células se incubaron a 28°C, en reposo, durante 12-15 dias.
8. Determinacion de actividades enzimaticas.
8.1. Determinacion de actividad NR.
La actividad NR se determiné utilizando dos tipos de ensayo:
- Ensayo in situ. Esta metodologia permite determinar la actividad NR en células

enteras (células en vida libre y bacteroides) que se han permeabilizado con metil-trimetil

bromuro de amonio (MTAB). La mezcla de reaccién ha sido descrita por Delgado et al.
(1989):
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0.2 ml de tamp6n Tris/HCI 500 mM, pH 7.5

0.1 ml de KNO, 100 mM

0.1 ml de metil violégeno 2 mM

0.1 ml de agua destilada

0.1 ml de ditionito sédico 46 mM (en Tris/HCI 500 mM, pH 7.5)
0.4 ml de células (0.3-0.5 mg de proteina)

50 pg de MTAB

- Ensayo in vitro. Estos ensayos se utilizan para estimar la actividad NR en los
extractos libres de c€lulas que se obtienen después de la rotura de las mismas mediante
sonicacién (ver el apartado 10.1 de Material y Métodos). En estos ensayos se utiliza la

misma mezcla de reaccion que en el ensayo in situ, omitiendo el MTAB.

En ambos tipos de ensayos, la reaccién se inicié con la adicién del ditionito y se
mantuvo a 30°C durante 10-30 min. Los controles se obtuvieron agitando las mezclas de
reaccién vigorosamente hasta la completa desaparicién del color azul, debido al ditionito,

antes de la adicién de la proteina.

8.2. Determinacion de las actividades de la nitrogenasa.

Las actividades de la nitrogenasa (produccién de H, y reduccién de N,) se
analizaron en raices de plantas de soja noduladas, cortadas a nivel del nodo cotiledonar,
siguiendo esencialmente el método descrito por Bedmar y Olivares (1979) y Bedmar et al.

(1983) utilizando cromatografia gaseosa.

8.2.1. Determinacién de la produccién de H,.

Para analizar la produccién de hidrégeno, concomitante con la reduccién de N, por
la nitrogenasa, las raices noduladas se lavaron y colocaron en frascos de 100 ml de
capacidad provistos de un tapén de rosca que permite el cierre hermético de los frascos y
la inyeccién y extraccién de gases mediante un disco de silicona. A los 10 min de

incubacién, a temperatura ambiente, se tomd una muestra de 0.5 ml de la atmésfera
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gaseosa y se inyectd en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890 equipado con un
detector de conductividad térmica y una columna metdlica (2 m x 2 mm) empaquetada con
Molecular Sieve SA de 60-80 mesh. Las temperaturas del horno, inyector y detector fueron
60°C, 90°C y 150°C, respectivamente. Como gas portador se utilizé Ar a un flujo de 30

ml/min.

8.2.2. Determinacién de la actividad nitrogenasa.

La actividad nitrogenasa se determiné midiendo la velocidad de reduccién de
acetileno a etileno después de analizar la produccién de H,. Los frascos se abrieron para
renovar la atmésfera, se taparon de nuevo y se sustituy6 el 10% del volumen gaseoso de
los frascos por acetileno. A los 10 y 20 min de incubacidn, a temperatura ambiente, se
tomaron muestras de 200 pl de la atmdsfera interior y se inyectaron en un cromatégrafo
de gases Perkin-Elmer F-7 equipado con un detector de ionizacién de llama y una columna
de vidrio (45 cm x 1.75 mm) empaquetada con alimina de 80 mesh. La temperatura del
horno fue de 115°C, mientras que las del inyector y detector fue de 150°C. Como gas

portador se utilizé N, a un flujo de 50 ml/min.

A partir de los valores calculados de produccién de hidrégeno y de reduccién de
acetileno se puede calcular la eficiencia relativa (ER) de la nitrogenasa, segiin la ecuacién

propuesta por Schubert y Evans (1976): ER= 1 - [H, (producido en atmosfera de aire)/C,H,

(producido en atmdésfera de acetileno)].
9. Determinacion de nitrito y proteina.
9.1. Determinacion de nitrito.

Para la valoracién del nitrito se utiliz6 la reaccién de diazotacién de Griess-
Ylosway, segiin la técnica de Snell y Snell (1949), que emplea la sulfanilamida y el dcido
N-naftil-etilen-diamino (NNEDA) como reactivos. M4s detalles sobre el empleo de esta

reaccién colorimétrica pueden estudiarse en Nicholas y Nason (1957) y Hageman y

Hucklesby (1971).
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Procedimiento:

A un volumen de muestra se adicionan volimenes iguales de sulfanilamida y
NNEDA. Se agita en vortex e incuba a temperatura ambiente durante 20 min. Después se
determina la absorbancia a 540 nm de longitud de onda. Cuando se emplearon muestras
de células enteras (ensayos in sifu), las mismas se sedimentaron por centrifugacién antes

de la determinacién espectrofotométrica de la concentracién de nitrito.

La sulfanilamida se preparé disolviendo 5 g de sulfanilamida en 100 ml de 4cido
clorhidrico concentrado (12 N). Posteriormente se diluy6 hasta 500 ml con agua destilada.
El reactivo NNEDA se obtuvo disolviendo 100 mg de este producto en 500 ml de agua
destilada. Ambos reactivos deben preservarse de la luz, manteniéndolos en frascos color

topacio o envueltos en papel negro o de aluminio.

9.2. Determinacion de proteina. -

El contenido de proteina se determind siguiendo el método de Markwell et al.

(1978). Para muestras que contenian Triton X-100 se utilizé el ensayo descrito por Wang
y Smith (1975).

Método de Markwell et al. (1978).

A alicuotas de 50 pl de muestra se adicionan 950 pl de NaOH 0.4 N y 3 ml de
reactivo A. Se agita e incuba a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente se
adicionan 0.3 ml de reactivo de Folin-Cicolteau diluido 1:1 en agua destilada y se incuba

a temperatura ambiente durante 30 min. Se lee la absorbancia a 660 nm (preferible a 750

nm para muestras diluidas).

El reactivo A contiene 100 partes de reactivo B y 1 de reactivo C. El
reactivo B consta de: 2.0% de Na,CO;, 0.4% de NaOH, 0.16% de tartrato sédico potdsico
y 1.0% de SDS, expresado como p/v. El reactivo C contiene 4.0% (p/v) de CuSO, x 5H,0.
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Método de Wang y Smith (1975).

A 200 pl de muestra se le adiciona 1 ml de la solucion A. Se agita y se incuba
durante 15 min a temperatura ambiente. Después se adiciona 1 ml de SDS al 10% y tras
agitar se afiaden 200 pl del reactivo de Folin-Cicolteau diluido 1:1 en agua destilada. Se
agita y se incuba durante 45 min a temperatura ambiente. La absorbancia se lee a 500 nm
de longitud de onda, o bien a 750 nm para muestras diluidas.

El reactivo A consta de: 260 mg de Na,EDTA x 2H,0, 120 mg de CuCl, x 2H,0,
20 g de Na,CO;, 4 g de NaOH y agua destilada hasta 1 litro.

La concentracion de proteina presente en las muestras ensayadas,
independienternente del método utilizado, se calculd por interpolacién respecto a una curva
estdndar que se preparé con albimina bovina. Cuando se empled el método de Wang y

Smith (1975) la curva patrén incluy6 Triton X-100 al 4% (p/v).

10. Purificacion de los enzimas nitrato reductasa de las membranas de

Bradyrhizobium japonicum.
10.1. Obtencion del extracto crudo.

La obtenciéon de membranas de B. japonicum se llevé a cabo siguiendo la
metodologia descrita por Delgado et al. (1992). Las células se rompieron mediante
oscilacién sénica empleando una sonda de 60 watios de potencia. Las células se sometieron
a 5 pulsos de 1 min, con intervalos de 1 min, a una temperatura de 4°C. El extracto celular
resultante se centrifugd a 10000 x g durante 10 min para sedimentar las células que no se
habfan roto y el sobrenadante se recentrifugé a 250000 x g durante 1 h a 4°C. El sedimento
resultante, conteniendo las membranas, se lavé 2 veces con tampén Tris/HCl 50 mM, pH
7.5. Antes de la dltima centrifugacién se tomé una alicuota de 500 pl para determinacién
de actividad NR y concentracién de proteina (apartados 8.1 y 9.2 de este capitulo,
respectivamente). El resto de membranas obtenidas se utiliz6 como extracto crudo a partir

del cual se inici6 el proceso de purificacién.

59



10.2. Solubilizacion de las membranas.

La extraccién de los posibles enzimas con actividad NR se realizé solubilizando las
membranas sedimentadas mediante tratamiento con Triton X-100 al 4% (p/v) en tampén
Tris/HC1 50 mM, pH 7.5, e incubacién en hielo durante 15 min. Este tratamiento se realizé
manteniendo la proporcién 250 pl de tampén/l de cultivo original. La posterior
centrifugacién a 270000 x g durante 20 min del extracto resultante permitié obtener las
membranas solubilizadas en el sobrenadante, quedando en el sedimento el material

insoluble al Triton X-100.
10.3. Cromatografia de intercambio ionico.

Como segundo paso de purificacién se utilizé cromatografia de intercambio
aniénico. Para ello se emple6 una columna preempaquetada de Q-Sepharosa (2.6 cm x 10
cm, HiLo, FF, Pharmacia) cuya matriz presenta el grupo amino cuaternario €omo
intercambiador de iones. La columna estaba conectada a un cargador de muestra (modelo
SA-5, Pharmacia), una bomba peristditica (P1, Pharmacia) y un colector de fracciones
(RediFrac, Pharmacia). Antes de su empleo, la matriz se equilibré con dos volimenes (120
ml) de tampén Tris/HCl 50 mM, Triton X-100 al 1% (p/v) y NaCl 50 mM, pH 7.5. Las
muestras de membranas solubilizadas (= 5 ml) se suplementaron con el 25% (v/v/) de
glicerol al 100% y se inyectaron en la columna pasando, de nuevo, dos volimenes de
tampoén. La elucidn de la proteina se llevd a cabo haciendo pasar a través de la columna
300 ml de un gradiente de NaCl de 50 mM a 650 mM preparado en un mezclador de
gradiente (GM-1, Pharmacia). Se recogieron fracciones de 5 ml a un flujo de 2 ml/min. En
cada fraccién se analizé tanto la actividad NR como la concentracién de proteina
(apartados 8.1 y 9.2 de este capitulo, respectivamente). Las fracciones activas se reunieron
y se concentfraron, a 4°C, mediante ultrafiltracién hasta un volumen final aproximado de
5 ml. Para ello se empled una célula de presion Amicon provista de una membrana tipo
YM de 100 kDa de tamafio de poro sobre la que se aplicé una presion de 70 psi

proporcionada por una bala de N,.
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Todos los reactivos empleados en este tipo de cromatografia fueron de la mixima
pureza y el agua utilizada en la preparacién de los distintos tampones de calidad ultrapura,
tipo Milli-Q (Millipore Corp.).

10.4. Cromatografia de exclusién molecular.

Como tltimo paso de purificacion se utiliz6 cromatografia de exclusién molecular.
En estos experimentos se empled una columna de vidrio (2.6 cm x 100 cm) rellena de
Sephacryl S-200. El montaje y preparacién de la columna se realiz6 de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (Pharmacia), utilizando bomba peristiltica, una vélvula de 4
vias y reservorios especificos para la carga del gel y de las muestras como se ha descrito
en el apartado anterior. Una vez empaquetado el gel en la columna, la matriz se estabiliz6
haciendo pasar dos volimenes (= 1 1) de tampén Tris/HCI 50 mM, NaCl 50 mM y Triton
X-100 al 1% (p/v), pH 7.5, a un flujo de 0.5 ml/min. A las muestras obtenidas después de
la cromatografia de intercambio idnico se les adicioné un 25% (v/v) de glicerol al 100%
antes de su inyeccién en el cargador de muestra. La elucién de la muestra se llevé a cabo
con el mismo tampén a un flujo de 0.5 ml/min. Después de eliminar el volumen muerto
de la columna se recogieron fracciones de 5 ml, en las que se determiné tanto la actividad
NR como la concentraciéon de proteina (apartados 8.1 y 9.2 de este capitulo,
respectivamente). De nuevo, las fracciones con actividad se reunieron y se concentraron,

como se describe en el apartado anterior, hasta un volumen aproximado de 5 ml.

A partir del extracto crudo, el grado de purificacién alcanzado después de cada paso
del proceso de purificacién se comprobd en alicuotas de 100 pl de las diferentes muestras.
Las alicuotas se utilizaron tanto para detectar enzimas con actividad NR (apartado 12.1 de
este capitulo) como la presencia de proteinas contaminantes (apartado 12.2 de este capitulo)

después del desarrollo de las muestras en geles de poliacrilamida.
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11. Electroforesis en geles de poliacrilamida.

La electroforesis en geles de poliacrilamida se empled para detectar enzimas con
actividad NR, determinacién de tamafios moleculares de proteinas, mapeo de péptidos,
enfoque isoeléctrico y como primer paso para la transferencia de proteinas a filtros de
nitrocelulosa. Los geles se prepararon a partir de una solucién madre de acrilamida al 30%

(p/v) y N,N’-metilén-bisacrilamida (bisacrilamida) al 0.8% (p/v) segiin la siguiente férmula:

4% 7% 10% 15%
H,0 ml) 24.1 20.1 9.4, -
Tampén (4 X) (ml) 10.0 10.0 10.0 10.0
Acril-Bis -~ (ml) 5.3 9.3 133 / 20.0
Glicerol (ml) - - 6.7 9.4
PSA (10%) (ml) 0.6 06 0.6 0.6
TEMED @) 40 30 20 - 20
Volumen final (ml) 40 40 40 40

Los geles que se emplearon fueron siempre en gradiente continuo del 4% al 10%
o del 7% al 15%, como se especifica en el texto. Las soluciones de poliacrilamida se
desgasaron mediante vacio durante 10 min y los gradientes se formaron empleando un
mezclador de gradientes 2117 (Pharmacia). Los catalizadores (N,N,N’,N’-tetrametiletilén
diamina, TEMED y persulfato aménico, PSA) se adicionaron a cada solucién de acrilamida

antes de iniciar la formacidn del gradiente.

La electroforesis se llevd a cabo en una cubeta vertical (2001-001, Pharmacia-LLKB)
refrigerada a 8°C mediante circuito cerrado de refrigeracién (2219 Multitemp II,
Pharmacia). Los moldes para la formacién del gel consistieron en dos placas de vidrio de
16 cm x 18 cm separadas por un espaciador de 1.5 mm. En otras ocasiones, la

electroforesis se realiz6 en cubeta vertical tipo Miniprotean II (Bio-Rad) que utiliza como
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moldes para el gel placas de vidrio de 7.3 cm x 10.2 cm y espaciadores de 0.75 mm. En
el primer caso, la intensidad y voltaje de la corriente eléctrica para el desarrollo de la
electroforesis la proporcioné una fuente de alimentacién 2197 (LKB-Pharmacia) y en el
segundo, una fuente tipo 1000/500 (Bio-Rad). Los tampones y tiempo de desarrollo, asi
como la preparacién de las muestras y los marcadores de tamafio molecular (LMW y
HMW, Pharmacia) se indican en el texto correspondiente a la condicién, nativa o

desnaturalizante, de la electroforesis realizada.
11.1. Electroforesis en geles nativos (no desnaturalizantes).

Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas (no
desnaturalizantes) se realizaron en gradiente del 4% al 10% siguiendo las instrucciones del
proveedor (Pharmacia-LKB). El tampén (4 X) utilizado para preparar los geles fue Tris
0.36 M, H;BO, 0.32 M, Na,EDTA 3.72 g/l y Triton X-100 al 0.4% (p/v), pH 8.4. Este
mismo tampdn, en concentracioén 1 X, se empled para rellenar la cubeta de electroforesis.
Antes de cargar las muestras, el gel se sometié a una preelectroforesis durante 20 min
aplicando una corriente continua de 10 mA. Una vez cargadas las muestras, la
electroforesis se inicié manteniendo una intensidad constante de 10 mA durante 15-20 min,
para facilitar el desarrollo de las proteinas en el gel. Posteriormente, la intensidad de la

corriente se incrementd a 20 mA vy la electroforesis se mantuvo hasta que el frente alcanzé

el extremo del gel.

Las muestras y marcadores de tamafio molecular, antes de aplicarlos a los pocillos
de gel, se prepararon mezclandolas con un 25% de volumen de tampén de carga formado
por el tampén antes descrito adicionado de 50% de glicerol y 20% de azul de bromofenol.
-~ El ,tiempo de desarrolio fue de 16 h para el sistema de Pharmacia y de 2 horas para el de
| Bio-Rad.
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11.2. Electroforesis en geles desnaturalizantes.

Este tipo de electroforesis se realizé en geles de poliacrilamida del 7% al 15%
preparados en tampén Tris/HCI 1.5 M y SDS al 2.5% (p/v), pH 8.8. Como tampén de
desarrollo se empled el descrito por Laemmli (1970): Tris 3 g/l, glicina 14.4 g/1, pH 8.3
con SDS al 0.1% (p/v). Las muestras se prepararon adicionando un 25% de su volumen
de tampén de carga, que se compone de Tris/HCl 125 mM, SDS al 0.6% (p/v), pH 6.8,
glicerol al 10% (p/v), 2-mercaptoetanol al 5% (v/v) y azul de bromofenol al 0.02% (p/v).
Las muestras asi preparadas se sumergieron en agua hirviendo durante 5 min para
conseguir la desnaturalizacién de las proteinas. Hasta el momento de su carga en el gel,

las muestras se conservaron a una temperatura de 4°C.

La electroforesis se realizé empleando un voltaje constante de 100 V desde el inicio
hasta el final. Los sisternas utilizados fueron los mismos que para las electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes, empleandose una cubeta vertical (LKB 2001-001 o Bio-
Rad Miniprotean II). El tiempo de electroforesis fue de 6 h para el sistema de Pharmacia

y de 1 hora para el sistema de Bio-Rad.
11.3. Electroelucion.

Este proceso se empled para recuperar los enzimas NR de los geles de
poliacrilamida. Se llevé a cabo utilizando un equipo de electroelucién (422 Electro-Eluter,
Bio-Rad). En primer lugar, los enzimas purificados se sometieron a electroforesis en geles
nativos de poliacrilamida y después de su deteccién (apartado 12.1 de este capitulo), sin
fijarlos, se cortaron, con ayuda de un escalpelo, aquellos fragmentos del gel que contenian
los enzimas. Los fragmentos con proteinas de igual tamafio molecular se reunieron,
trocearon y se colocaron en tubos de vidrio provistos de una membrana de 3.5 kDa de
tamafio de poro y un sistema de polipropileno poroso que separa los trocitos de acrilamida
~del reservorio de recuperacién de proteinas. Los tubos de vidrio se introdujeron en la
cubeta de electroelucidn, que se rellend con el tampdn descrito para la electroforesis en

geles nativos de poliacrilamida (apartado 11.1 de este capitulo). La electroelucién se realizé

64



aplicando durante 5 h una corriente de 10 mA por cada tubo de vidrio montado en el
sistema. La corriente fue proporcionada por una fuente de alimentacién 1000/500 (Bio-

Rad). Los enzimas se recuperaron, finalmente, en un volumen aproximado de 400-600 pl

del tampén indicado.
11.4. Enfoque isoeléctrico.

El pH isoeléctrico de los enzimas NR purificados se determing utilizando la técnica
de enfoque isoeléctrico en gel de poliacrilamida. Para ello se emplearon geles (2 mm de
grosor) de poliacrilamida al 7% adicionados del 5% de las anfolinas (Pharmacia) adecuadas
para formar un rango de pH de 3.5 a 10. La electroforesis se desarrollé en una cubeta
horizontal (Multiphor II, Pharmacia). En primer lugar se realizé un preelectroenfoque, sin
muestras, a una potencia de 25 W durante 1 h para permitir la formacién del gradiente de
pH. Mientras tanto, se prepararon las muestras en glicina al 1% (p/v) y se colocaron sobre
piezas de papel Whatman 3MM de 0.5 cm x 1 cm. Las muestras asi preparadas se
. colocaron sobre el gel y se desarrollaron a 25 W, 600 V y 15 mA durante 6 h. Pasado este
tiempo, una zona del gel, de 0.5 cm de ancho y exenta de muestra, se cortd
longitudinalmente en el sentido d4nodo-cdtodo y se dividié en fragmentos de 0.5 cm. Estos
fragmentos (0.5 cm x 0.5 cm) se incubaron durante 15 h a 4°C en tubos que contenfan 1
ml de una solucién de KCI 50 mM. Posteriormente, se determind el pH de la solucion de

cada tubo para establecer el gradiente formado durante el electroenfoque.

12. Deteccion de enzimas nitrato reductasa y de proteinas en geles de

poliacrilamida.

Ambos procesos se realizaron, habitualmente, en el mismo gel. Para ello, una vez
finalizada la electroforesis, la mitad del gel se utiliz6 para detectar la actividad NR,
mientras que la otra mitad, réplica de la primera, se emple6 para visualizar las proteinas

presentes en las muestras sometidas a desarrollo electroforético.
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12.1 Deteccion de actividad NR.

La deteccién de actividad NR en geles nativos de poliacrilamida se realizé
siguiendo el método de tincién negativa descrito por Lund y DeMoss (1976), con
modificaciones para fijar la banda de proteina con actividad NR. Para ello, tras la
electroforesis, el gel se sumergié en tampén Tris/HCI 50 mM, pH 7.5, adicionado de metil
violégeno 5 mM Yy ditionito sédico 1 mg/ml y se incubd, a temperatura ambiente, durante
10 min en agitacién suave. Transcurrido este tiempo, al tampén de incubacién se le
adicioné KNO, 100 mM (1 ml/50 ml de tampén) y se incub6 de nuevo durante 15-30 min.
Siguiendo esta metodologia, el gel se tifie de azul por efecto del ditionito, excepto en

aquella zona donde se oxida el reductor debido a la actividad del enzima que aparece de

color blanco.

La posibilidad de que otros enzimas con actividad reductasa pudieran ser
responsables de la oxidacion del ditionito se eliming, ya que la omisién de nitrato en la
mezcla de incubacién de los geles resultd en la ausencia de expresién de bandas de
proteina con actividad NR. Después de la aparicién de la(s) banda(s) de oxidacién, la
decoloracion del gel se detuvo mediante inmersién del mismo en una solucién de cloruro
de trifenil tetrazolio al 5% durante 20 min. Posteriormente, el gel se conservé en dcido

acético glacial al 7%.

12.2. Deteccion de proteinas.

La deteccién de las proteinas, previamente separadas mediante electroforesis,
presentes en los geles se realizé mediante la tincién con azul Coomassie R-250 o con

AgNQ,, siendo esta udltima, al menos, 50 veces mds sensible que la primera.

Tincién con azul Coomassie.

Se realizé por inmersién del gel en una solucién de fijacién y tefido simultdneo
compuesta por etanol:dcido acético glacial:agua destilada (50:10:40) que contenia azul

Coomassie R-250 al 0.2%. Después de la incubacién del gel durante 1 h en agitacién suave
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a temperatura ambiente, se procedi6 a su decoloracién con una solucién de metanol:acético

glacial:agua (5:15:80). Posteriormente, el gel se conserv en 4cido acético glacial al 7%.

Tincién con nitrato de plata.

Se siguié la metodologia indicada por Blum et al. (1987). Después de la
electroforesis, el gel se fijé por inmersién en una solucién de metanol:acético glacial:agua
(50:12:38) con formaldehido al 37% (0.5 ml/l de solucidn) e incubacién durante un minimo
de 1 h en agitacién suave al menos durante 30 min. Posteriormente, el gel se lavé 3 veces
durante 20 min con etanol al 50% y después se incubd en una solucién de tiosulfato sédico
0.8 mM durante 1 min, en agitacién. Después de lavar con agua desionizada 4 veces
durante 20 s cada vez, el gel se impregné con AgNO, (2 g/l) y formaldehido al 37%
(0.75ml/1) durante 20 min, en agitacién y protegido de la luz. El revelado de las bandas de

protefna se llevé a cabo, después de lavar con agua desionizada 2 veces durante 20 s cada
» vez, mediante inmersién del gel en una solucién de revelado compuesta por carbonato
sédico (60 g/1), formaldehido al 37% (0.5 ml/l) y tiosulfato sédico (16 pM) en agitacidn
hasta la aparicién de las bandas. Después de lavar el gel con agua desionizada durante 1
min, las bandas se fijaron sumergiendo el gel en una solucién de metanol:acético

glacial:agua (50:12:38) durante 15 min. El gel se conservé a 4°C en metanol al 50%.

En el caso de geles de poliacrilamida sometidos a enfoque isoeléctrico, es necesario
eliminar las anfolinas antes de tefiir las proteinas con AgNO,. Para ello, después del
electroenfoque, el gel se incubd en una solucién de metanol al 30%, 4cido tricloroacético
al 10% (p/v) y dcido sulfosalicilico al 3.5% (p/v) durante 1 h en agitacion. Posteriormente,
se lavé con una solucién de metanol al 30% y dcido tricloroacético al 12% durante un

tiempo minimo de 2 h, cambiando la solucién cada 15-20 min.

En algunas ocasiones, como se indica en el texto, los geles de poliacrilamida
tefiidos con AgNO, se procesaron en un densitémetro (Shimadzu, CS-9000) capaz de
proporcionar tanto el registro gréfico de las proteinas del gel como el drea correspondiente

a cada proteina registrada.
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12.3. Determinacion del tamafio molecular en geles de poliacrilamida.

El tamafio molecular relativo (Mr) de los enzimas NR de las membranas de B.
japonicum se determind segiin su movilidad relativa (Rf) en geles de poliacrilamida
después de la electroforesis y revelado de las proteinas de los geles. El Rf se calculd
mediante la férmula: Rf = distancia de migracién de la proteina desde el origen/distancia
desde el origen al punto de referencia. Como punto de referencia se puede utilizar el frente
de electroforesis (azul de bromofenol), el extremo del gel o la proteina patrén que mds

haya migrado.

Como proteinas patron para electroforesis en geles nativos se utilizaron las
siguientes: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), lactato
deshidrogenasa (140 kDa) y albimina (67 kDa) (Pharmacia). Para electroforesis en geles
desnaturalizantes se emplearon las siguientes: fosforilasa b (94 kDa), albiimina (67 kDa),
ovoalbiimina (43 kDa), anhidrasa carbénica (30 kDa), inhibidor de tripsina (20.1 kDa) y
o-lactalbiimina (14.4 kDa) (Pharmacia). Para el cdlculo del Mr en filtros de nitrocelulosa,
se utilizaron las siguientes protefnas patrén preteiiidas: o,-macroglobulina (180 kDa), B-
galactosidasa (116 kDa), fructosa-6-fosfato kinasa (84 kDa), piruvato kinasa (58 kDa),
fumarasa (48.5 kDa), lactato deshidrogenasa (36.5 kDa) y triosa fosfato isomerasa (26.6
kDa) (Sigma). Las dos primeras mezclas de proteinas liofilizadas se reconstituyeron en 100
nl de agua bidestilada y la tercera en 100 pl de tampon de carga (apartado 11.2 de este
capitulo). La preparacién de las protefnas patrén para electroforesis se indica en los

apartados 11.1 y 11.2 de este capitulo.

El cédlculo del Mr se basé en las rectas de calibrado construidas representando en
el eje de ordenadas el logaritmo decimal del tamafio molecular de las proteinas patrén y

en el eje de abcisas el valor correspondiente de Rf.
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13. Digestion parcial con tripsina de los enzimas NR.

La proteolisis parcial de los enzimas purificados se llevé a cabo segiin el método
descrito por Burke y Lascelles (1979), con las modificaciones realizadas por Bliimle y
Zumft (1991) Muestras de cada enzima se mezclaron en proporcién 1:1 con tripsina (5
mg/ml) preparada en HCI 1 N, y se incubaron a 30°C durante 30 min. Pasado este tiempo,
una alicuota de cada muestra se prepard para electroforesis en geles nativos (apartado 11.1
de este capitulo) con el objeto de comprobar las posibles diferencias en la migracién de
los enzimas NR. Otra alicuota se prepar$ para electroforesis en geles desnaturalizantes

(apartado 11.2 de este capitulo) para determinar la composiciéon en péptidos de cada

enzima.

14. Hibridacion de los enzimas nitrato reductasa con anticuerpos

policlonales.

Se ha determinado la posible reaccién cruzada entre las subunidades que componen
cada enzima NR y anticuerpos desarrollados contra el enzima nitrato reductasa respiratorio
de las membranas de Pseudomonas stutzeri cepa ZoBell (ATCC 14405). Para ello los
enzimas NR de las membranas de B. japonicum se hibridaron con anticuerpos policlonales
anti-NR de P. stutzeri, amablemente proporcionados por el Prof. Dr. Walter G. Zumft,
Departamento de Microbiologifa, Universidad de Karlsruhe (Repiblica Federal de

Alemania), como se describe a continuacion.
14.1. Transferencia de las subunidades de los enzimas NR a filtros de nitrocelulosa.

La transferencia de las subunidades, previamente separadas mediante electroforesis
en geles desnaturalizantes, a una membrana de nitrocelulosa (NC) de 0.45 pm de tamaiio
de poro (Millipore) se realizé segiin la técnica de Towbin et al. (1979), con modificaciones.
Para ello, tanto el gel como la membrana se preequilibraron en tampdn de transferencia
(Tris 125 mM, glicina 192 mM, pH 8.3, con metanol al 20% (v/v) durante 5 min a

temperatura ambiente. A continuacién se formé una unidad de transferencia compuesta por
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5 capas de papel de filtro empapadas en tampén de transferencia, la membrana de NC, el
gel de poliacrilamida y otras 5 capas de papel de filtro. La unidad de transferencia se
colocé sobre una cubeta horizontal Multiphor I (LKB-Pharmacia) equipada con dos placas
de grafito (NovaBlot, LKB-Pharmacia). Este sistema semiseco permite la transferencia de
protefnas aplicando a su través una corriente de 200 mA, aproximadamente 70 voltios,
durante 1 h. Acabada la transferencia se procedié a la deteccién de los posibles complejos
antigeno-anticuerpo o bien se dejé secar y se conservd a 4°C hasta el momento de su

utilizacion.
14.2. Deteccion de complejos antigeno-anticuerpo (inmunorevelado).

Todo el proceso se llevd a cabo a temperatura ambiente y con agitacién suave. El
filtro de NC se equilibr6 durante 5 min en tampén TBS (Tris/HC1 20 mM, NaCl 500 mM,
pH 7.5) y después se sumergié en el mismo tampén adicionado del 5% de leche en polvo
desnatada durante un tiempo minimo de 30 min, con el fin de bloquear los sitios de enlace
inespecificos. Posteriormente, €l filtro de NC se lav$ durante un tiempo minimo de 10 min
con tampén TTBS (500 pl de Tween 20/1 de TBS) y se incubé durante 1 h en una dilucién
1:1000 de suero anti-nitrato reductasa en TTBS adicionado de gelatina al 3%, como agente
bloqueante. Pasado este tiempo, el filtro se lavé 4 veces, durante 5 min cada vez, con
TTBS y se incubd durante 1 h con anti-inmunoglogulina de conejo (desarrollada en cabra)
conjugada a peroxidasa y diluida 1:1000 en TTBS con gelatina al 1%. El filtro se volvié
a lavar 2 veces como antes con TTBS y se equilibré 5 min en TBS. Finalmente, la
presencia de complejos antigeno-anticuerpo se reveld incubando el filtro en una solucién
de 4-cloro-1-naftol/H,O, preparada en el momento (4-Cl-1-naftol 50 mg/17 ml de etanol;
H,0, 50 pl/85 ml TBS). La incubaci6n se llevé a cabo en oscuridad, sin agitacién, durante

un tiempo minimo de 5 min y un méximo de 40 min.
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15. Caracterizacion de los enzimas nitrato reductasa.
15.1. Cinética enzimaitica.

Los estud'os sobre cinética de los enzimas NR purificados se abordaron
determinando, en primer lugar, el tiempo 6ptimo de reaccién de cada uno de ellos. Se
utilizaron muestras de concentracién conocida y constante cuya actividad se determind,
como se indica en el apartado 9.1 de este capitulo, durante 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min.
Los valores de actividad obtenidos permitieron calcular el tiempo éptimo de incubacién de
manera que la actividad del enzima, esto es, la produccién de nitrito fuera lineal durante

el tiempo de incubacién.

Conocido el tiempo éptimo de reaccién de cada enzima, se determiné la velocidad
de la reaccioén catalizada por cada uno de ellos en funcidén de la concentracién de sustrato.
Para ello, las muestras se incubaron en presencia de 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 6 2 mM
de KNO,. Una vez calculados los valores de actividad NR, se representd la velocidad de
la reaccién en el eje de ordenadas y la concentracién de sustrato en el de abcisas. El
cdlculo de la Ky, y de la velocidad maxima (V,,,) se realizé mediante la representacién de
los dobles reciprocos de Lineweaver-Burk, siendo la K,, el inverso del punto de
interseccién de la recta con el eje de abcisas y la Vel inverso del punto de corte con

el eje de ordenadas.
15.2. Efecto de inhibidores enzimaticos.

El efecto de los inhibidores enzimdticos se determind en condiciones éptimas de
tiempo, concentracién de sustrato y de enzima. Los inhibidores utilizados fueron azida
sédica (NaN,) y cianuro potdsico (KCN) a las concentraciones de 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25
y 0.5 mM. Cada enzima se incubé en presencia de los distintos inhibidores a temperatura
ambiente durante 10 min y posteriormente se adiciond ditionito para iniciar la reaccion.

Después de 10 min de incubacién a 30°C, se valoré el nitrito producido en cada reaccién.
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15.3. Determinacion de la actividad del cofactor de molibdeno.

La determinacién de la actividad del cofactor de molibdeno se realizé de acuerdo
a Mendel (1983) y Hawkes y Bray (1984), utilizando el ensayo de complementacién de la
NR de la cepa nit-1 de Neurospora crassa. Para ello, 30 pl de muestra se mezclaron con
30 pl de tampén fosfato 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM y ascorbato sédico 1.5 mM, y se
incubaron a 70°C durante 90 s. Después de enfriar a 0°C durante 2 min, se adicionaron 120
pl de una mezcla compuesta por: extracto de N. crassa nit-I:NADPH (5 mg/3 ml de
tampén):Na,MoO, 100 mM, en proporcién 4:1:1. Posteriormente se incubd durante 24 h
a 4°C o, alternativamente, durante 1 h a 20°C, y se adicionaron 100 pl de KNO, 100 mM
y 100 pl de FAD 0.1 mM. Después de incubar a 30°C durante 30 min, la muestra se
sometié a ebullicion durante 20 min, valorandose después el nitrito producido segin se
describe en el apartado 9.1 de este capitulo. El extracto de N. crassa nit-1 fue amablemente
suministrado por los Drs. N. L’vov y S. Bursakov del Instituto A.N. Bach de Bioquimica,

Academia de Ciencias de Rusia, Moscu.
15.4. Espectro de absorcion de los enzimas NR.

El registro de los espectros de absorcidn visible-UV de los enzimas NR se llevo a
cabo a temperatura ambiente en un espectrofotdmetro Beckman DU-7 equipado con un
registrador. Se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso de luz y se empled
como referencia el tampén en el que estaban presentes las muestras (Tris/HCl 50 mM,
NaCl 50 mM, Triton X-100 1% (p/v), pH 7.5). En primer lugar, se realizé un barrido con
una absorbancia de 0.3 y una longitud de onda entre 280 y 700 nm. Posteriormente,
manteniendo la longitud de“onda, se seleccioné una absorbancia de 0.05 para poder

establecer claramente los méaximos de absorcidn.
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RESULTADOS



1. Obtencién, seleccion y caracterizacion de mutantes de Bradyrhizobium

japonicum deficientes en la utilizacion de nitrato.

La obtencion de cepas mutantes de Bradyrhizobium japonicum PJ17 se llevé a cabo
mediante mutagénesis al azar con el transposén TnS localizado en el pldsmido suicida
pJQ18 presente en Escherichia coli S17-1 (Hynes et al. 1989). La transferencia de TnS5 se
realizé por conjugacién entre la cepa donadora E. coli S17-1 y la receptora B. japonicum
PJ17, como se describe en los apartados 6.1.1 y 6.1.2 de Material y Métodos. Como medio
selectivo se utilizé6 medio sélido LMB con 10 mM de NH,Cl, como dnica fuente de
nitrégeno, adicionado de kanamicina, estreptomicina y tetraciclina a las concentraciones
adecuadas. De los tres cruces realizados se obtuvieron en total 95 clones, lo que resulté en

una frecuencia de aparicién de transconjugantes de (1.07 + 0.13) x 107/célula receptora.

La caracterizacién de los transconjugantes obtenidos se realizé, en primer lugar,
comprobando su capacidad de crecimiento en medio sélido LMB con 10 mM de KNO,,
como unica fuente de nitrégeno, tanto en condiciones aerébicas como microaerdbicas, de
Ia manera que se indica en el apartado 6.1.3 de Material y Métodos. De los 95
transconjugantes, 80 no crecieron en microaerobiosis, y de éstos, 12 si crecieron en
condiciones aerébicas. No se obtuvo ningin transconjugante capaz de crecer en
microaerobiosis € incapaz, simultineamente, de hacerlo en aerobiosis. A los 12
transconjugantes capaces de crecer aerébicamente y no microaerébicamente con KNO,
como unica fuente de nitrégeno se les denominé GRF1 a GRF12. A los 68
transconjugantes restantes, incapaces de crecer tanto en aerobiosis como en

microaerobiosis, se les denominé GRF101 a GRF168.

La caracterizacion de los 80 transconjugantes seleccionados se continud, en segundo
lugar, comprobando su capacidad de crecimiento en medio sélido LMB con NH,Cl, KNO,
(1 mM, concentraciones superiores inhibieron el crecimiento de B. japonicum PJ17) o
hipoxantina (7.5 mM, una concentracién mayor resulté en la precipitacién del medio) como
tinica fuente de N. El tiempo de aparicién de colonias visibles en los distintos medios fue

de 10 dfas para la hipoxantina, 15 para el amonio y 20 dfas para el nitrito. En todos los
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casos se empled medio sélido LMB con glutamato para obtener réplicas de los
transconjugantes. A cada medio se adiciond tetraciclina para mantener la presién selectiva
sobre el transposén Tn5. Sélo 32 transconjugantes, 8 de la serie GRF1 a GRF12 y 24 de
la serie GRF101 a GRF168 crecieron en medio LMB con nitrito, amonio o hipoxantina

como tnica fuente de nitrégeno.

El empleo del reactivo de Nadi, como se indica en el apartado 6.1.3 de Material y
Métodos, permitié comprobar que 4 transconjugantes, 2 de cada serie, presentaban algin
tipo de alteracién en la cadena transportadora de electrones, por lo que se procedi6 a su

eliminacién.

Finalmente, la caracterizacidn de los transconjugantes se completd comprobando la
presencia del transposén Tn5 en el cromosoma de los mismos mediante hibridacion ADN-
ADN, utilizando como sonda el pldsmido pJQ18 digerido con Eco RI (apartados 6.9 y 6.10
de Material y Métodos). El ADN total de cada uno de los 28 transconjugantes
seleccionados did sefial de hibridacién. Como ejemplo, en la Fig. 1, se muestra el perfil
de ADN digerido, asi como la sefial de hibridacién del ADN de los transconjugantes GRF3,
GRF4, GRF104, GRF110 y GRF116. En general, los transconjugantes se clasificaron en
dos grupos segin las sefiales de hibridacion de su ADN, uno que presentd sehal en un
fragmento correspondiente a 12.5 kb, representado por los transconjugantes GRF3, GRF4
y GRF104, y el segundo, con sefial en un fragmento de 13.5 kb, representado por los
transconjugantes GRF110 y GRF116. De manera excepcional las cepas GRF3 y GRF4
presentaron una sefial mds de hibridacién correspondiente a fragmentos de ADN de 3.8 kb
y 9.8 kb, respectivamente. Posteriores experimentos de hibridaciéon ADN-ADN, utilizando
como sonda sélo el transposén TnS separado del vector, tras una digestién del pldsmido
pJQ18 con Hpa I (apartados 6.4, 6.9 y 6.10 de Material y Métodos), permitié comprobar
la existencia de una sola sefial de hibridacién en la cepa GRF3, mientras que se
mantuvieron constantes las dos seiiales de hibridacién en la cepa GRF4 (Fig. 2).

Cada una de las mutantes seleccionadas conservé la capacidad de infectar soja, ya
que su inoculacién en plantas de Glycine max var. Williams resulté en la aparicién de

nédulos y en el crecimiento de las plantas en un medio carente de N combinado.
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Figura 1. Deteccion del transposén TnS en el cromosoma de Bradyrhizobium japonicum
PJ17 y mutantes. A, ADN bacteriano y plasmidico digerido con EcoRI. B, sefiales de
hibridacién del ADN bacteriano con el ADN del pldsmido pJQ18 digerido con EcoRI.

Los carriles corresponden al ADN de las siguientes cepas de B. japonicum : 1, PJ17; 2,
GRF3; 3, GRF4; 4, GRF104; 5, GRF110; 6, fago lambda digerido con Eco Rl y Hind 111
(marcador de tamafio molecular); 7, GRF116; 8, pldsmido pJQ18. Los niimeros indican el

tamafio, en kb, de las sefiales de hibridaci6n.
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Figura 2. Deteccién del transposén Tn5 en el cromosoma de las cepas mutantes B.
japonicum GRF3 y GRF4. A, ADN bacteriano y plasmidico digerido con EcoRI. B, sefiales
de hibridacién ADN bacteriano con el ADN del transposon TnS después de la digestién
del pldsmido pJQ18 con Hpal. Los carriles corresponden al ADN de las siguientes cepas
de B. japonicum : 1, PJ17; 2, GRF3; 3, GRF4; 5, pJQ18; y 4, fago lambda digerido con
Hind 111, utilizado como marcador de tamafio molecular. Los nimeros indican el tamaiio,

en kb, de las sefiales de hibridacion.
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2. Actividad nitrato reductasa en Bradyrhizobium japonicum PJ17.

Dada la incapacidad de las cepas mutantes de B. japonicum PJ17 para utilizar
nitrato en condiciones microaerébicas, era necesario desarrollar un método que permitiese

analizar las posibles diferencias en la presencia y/o expresién de actividad NR entre la cepa

parental y las mutantes. Para ello se estudié:

2.1. Efecto de la fuente de nitrégeno.

Se determind tanto la expresién de actividad NR en B. japonicum PJ17 cultivado
en medio liquido LMB con glutamato, como el efecto que podrian ejercer otras fuentes de
N sobre la expresién de dicha actividad (apartado 7.1 de Material y Métodos). No se pudo
determinar actividad NR a las 24 horas de cultivo debido a la ausencia de masa celular.
Dicha actividad si se detecté al segundo dfa, y la misma disminuyé a lo largo del tiempo

de cultivo hasta que no fue posible su deteccién al cuarto dia (Fig. 3).

La adicién al medio LMB con glutarhato, al comienzo del tercer dia de cultivo, de
NH,CI no afecté la actividad NR, mientras que la de NH,NO; o de KNO; increment6 la
actividad en un 149% o en un 358%, respectivamente (Fig. 3). La adicién de nitrato
aménico o nitrato potdsico junto con un antibiético inhibidor de la sintesis proteica (100

pg/ml de cloranfenicol) inhibid la expresion de actividad NR (Fig. 3A).

La presencia de las distintas fuentes de N en el medio LMB con glutamato no
afecté el crecimiento celular, oscilando la concentracién de proteina entre 33 pg/ml para
el glutamato y 36 pg/ml para el amonio (Fig. 3B). La inclusién de Cm en cada uno de los
medios disminuy6 el crecimiento celular aproximadamente en un 38%, independientemente

de la fuente de N empleada (Fig. 3B).
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2.2. Efecto de la microaerobiosis.

Puesto que se habia observado la capacidad del nitrato para inducir actividad NR
(Fig. 3A), se examin6, de forma m4s detallada, el efecto de ese anién sobre la expresién
de tal actividad. Para ello, la cepa parental B. japonicum PJ17 se cultivé durante 4 dfas en
medio liquido LMB con glutamato y, posteriormente, las células se incubaron durante 40

h, en presencia de nitrato, tanto en condiciones aerébicas como microaerébicas (apartado
7.3 de Material y Métodos).

Cuando las c€lulas se incubaron en microaerobiosis, la expresién de actividad NR
ocurrié entre las 5 h y 10 h de incubacién (27.3 nmol de NO,/mg prot. x h, a las 10 h),

e increment6 paulatinamente a lo largo del tiempo de incubacién (3601 nmol de NO,/mg
prot. x h, a las 35 h) (Fig. 4).

Durante la incubacién en condiciones aerdbicas, la actividad NR se detectd entre
las 5 h y las 10 h de incubacién (1.21 nmol de NO,/mg prot. x h, a las 10 h) (Fig. 4), al
~ igual que ocurrié en condiciones microaerdbicas. Pasadas las 10 h de incubacidn, las tasas
de actividad aumentaron con el tiempo de incubacién (38 nmol de NO,/mg prot x h, a las
35 h) (Fig. 4). Los valores de actividad NR durante la incubacién aerdbica fueron siempre
muy inferiores a los correspondientes a los determinados durante la incubacién
microaerébica (Fig. 4). La inclusion de cloranfenicol (100 pg/ml) en la mezcla de
incubacién resultd en la ausencia de expresién de actividad NR, tanto cuando las células
se incubaron microaerébicamente como aerébicamente (Fig. 4). Idénticos resultados se
obtuvieron cuando se sustituy6 el cloranfenicol por rifampicina (10 pg/ml) (no se presentan

los resultados).
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Figura 3. Actividad nitrato reductasa (NR) (Fig. 3A) y concentracién de proteina (Fig. 3B)
en células de Bradyrhizobium japonicum PJ17 cultivadas en medio LMB con glutamato (-
X-X-), ¥ suplementado con NH;CI (-+-+-), NH,NO; £ Cm (-2-4-, -4-4-) 0 KNO; £ Cm (-0-
0-, -e-e-). La actividad NR se determiné mediante ensayos in situ y se expresa en nmol de
NO,/mg de prot x ml. La concentracién de proteina se expresa en pg/ml. Se presentan
valores medios de tres repeticiones. Las barras indican el error estdndar y sélo se incluyen

cuando su tamafio fue mayor que el de los simbolos utilizados.
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Figura 4. Actividad nitrato reductasa (NR) en células de Bradyrhizobium japonicum PJ17.
Las células se cultivaron en LMB con glutamato vy, posteriomientc, se incubaron
microaerébicamente + Cm (-0-0-, -e-e-) 0 aerébicamente + Cm (-2-a-, -a-4-) durante 40
h en presencia de nitrato. La actividad NR se expresa en nmol NO,/mg prot x h. Los
valores representan la media de tres repeticiones. Las barras indican el error estdndar y sélo

se incluyen cuando su tamafio fue mayor que el de los simbolos utilizados.

81

Actividad NR (aerobiosis)



3. Actividad nitrato reductasa, en Bradyrhizobium japonicum PJ17 y

mutantes, inducida microaerébicamente en presencia de nitrato.

De manera similar a la cepa parental PJ17, la capacidad de las distintas mutantes
para inducir actividad NR se examind después de su cvitvo en LMB con glumamato y
posterior incubacién durante 35 h en condiciones microzerdbicas con nitrato como Unica
fuente de nitrégeno. Para estos experimentos se seleccionaron las 12 mutantes que se
indican en la Tabla 1. En esta seleccidn se incluyeron las 6 mutantes gque crecian
acrébicamente con nitrato (GRF1 a GRF6) y otras 6, elegidas al azar entre las mutantes
que no crecian aerébicamente con nitrato. Después de la induccién, las células se
rompieron por sonicacidn, el citosol y las membranas se scpararon por centrifugacion
diferencial y, posteriormente, las membranas se solubilizaron con Triton X-100 (apartados
10.1 y 10.2 de Material y Métodos).

Todas las mutantes expresaron actividad NR tanto en el citosol come em las
membranas, aunque se observaron variaciones respecto a la cepa parental (Tabla 1). En 11
de las 12 mutantes, y en ambas fracciones, la actividad NR fue menor que em Iz cepa
parental (Tabla 1). La disminucién de la actividad llegé a ser del 91% en el citosol de Iz
cepa GRF121 y del 76% en las membranas de la cepa GRF3. De forma excepcional, la
cepa GRF6 expresé un 696% de actividad en el citosol y un 172% en las membranas,
respecto a la cepa parental PJ17 (Tabla 1).
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Tabla 1. Actividad nitrato reductasa (NR) en el citosol y en las membranas solubilizadas
de Bradyrhizobium japonicum PJ17 y mutantes. Las células se cultivaron en LMB con
glutamato y se incubaron microaerébicamente con nitrato durante 35 h. La actividad NR
se determin6 mediante ensayos in vitro y se expresa en nmol de NO,/mg prot. x h. Los

valores de actividad de las mutantes se indican en porcentaje respecto a los de la parental.

Fraccion celular

Cepa Citosol Membranas solubilizadas
PJ17 100 100
(13.9 £ 0.09) (216 + 1.52)
GRF1 66 47
GRF2 22 24
GRF3 41 76
GRF4 75 30
GRF5 76 91
GRF6 696 172
GRF102 51 46
GRF104 68 98
GRF110 95 30
GRF112 - 47 3
GRF116 5 o
GRF121 9 | 30
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4. Deteccion de enzimas nitrato reductasa en las membranas de

Bradyrhizobium japonicum PJ17 y mutantes.

De acuerdo con los resultados anteriores, dada la posibilidad de inducir actividad
NR en células de B. japonicum después del cultivo de .as rismas en medio LMB con
glutamato y posterior incubacién en condiciones microaerébicas y presencia de nitrato, se
llevé a cabo el estudio comparativo sobre las posibles diferencias en actividad NR asociada
a las membranas entre la cepa parental PJ17 y las mutantes deficientes en la utilizacién de

nitrato.

La presencia de enzimas con actividad NR en membranas solubilizadas con Triton
X-100 se determind sometiendo las mismas a electroforesis en geles nativos de
poliacrilamida (apartado 11.1 de Material y Métodos). Se utilizaron alicuoctas que contenian,
tanto para la cepa parental como para las mutantes, aproximadamente 570 pg de proteina.
Después de la electroforesis, se procedid a la deteccidn de la actividad enzimatica en el gel

como se describe en el apartado 12.1 de Material v Métodos.

Las membranas de la cepa parental presentazron dos enzimas NR cataliticamente
activos cuyos tamafos moleculares relativos (Mr) aparentes fueron de 200 kDa y 160 kDa
(Fig. 5). Ninguna de las membranas de las mutantes mostré mds de un enzima NR, ya que
las de las mutanies GRF3 y GRF4 (Fig. 5) contenian dnicamente el enzima comrespondiente
a 200 kDa y las de las mutantes GRF2, GRFS, GRF104, GRF110, GRF116. GRF102 y
GRF112 sdlo expresaron el enzima de 160 kDa (Fig. 3). Excepcionaimente, las membranas
de las mutantes GRF121 y GRF1 (Fig. 5) solo mostraron una banda de acuvidad NR

comrespondiente a una protefna cuyo Mr estimado fue de 120 kDa.

Las membranas de la cepa parental PJI7 obtenidas despu€s del cultvo de las

células en condiciones microaendbicas con nitrato como inica fuente de N (apartado 7.4

de Material y Métedos) mostraron, al igeal que las membranas de las oflulas cultivadas

Mr (200 kDa y 160 kDa; Fig. 5).

84



Para calcular la concentracién relativa de los enzimas con actividad NR en las
membranas de la cepa parental PJ17 se utilizaron muestras (= 25 pg de proteina) de
membranas solubilizadas, que se sometieron a electroforesis en geles nativos de
poliacrilamida. Las proteinas presentes en los geles se detectaron mediante tincién con
nitrato de plata (apartado 12.2 de Material y Métodos) (Fig. 6A) y su registro se realizé
por densitometria de los mismos (apartado 12.2 de Material y Métodos) (Fig. 6B).
Basdndonos en el drea correspondiente a cada una de las proteinas registradas, se pudo
estimar que, en la cepa parental PJ17, el enzima NR de 200 kDa represent6 el 1.75% del
total de proteinas presentes en las membranas, mientras que el de 160 kDa correspondié
al 0.30%. Por tanto, la concentraciéon de enzimas con actividad NR representa,

aproximadamente, el 2.05% del total de proteinas presentes en las membranas solubilizadas

con Triton X-100 de B. japonicum PJ17.
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Figuré 5. Deteccién de enzimas nitrato reductasa en las membranas solubilizadas con
Triton X-100 de B. japonicum PJ17 y mutantes. Las muestras (= 570 pg de proteina) se
analizaron mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (4% al 10%) en
presencia de 0.1% de Triton X-100. Los enzimas se detectaron por actividad y se fijaron
en 5% de cloruro de trifenil tetrazolio. El carril 1 muestra las protefnas patrén y los
restantes carriles corresponden a membranas de las siguientes cepas de B. japonicum
cultivadas en LMB con glutamato e incubadas microaerébicamente con nitrato durante 35
h: 2, PI17; 3, GRF3; 4, GRF4; 5, GRF6; 6, GRF2; 7, GRFS; 8, GRF104; 9, GRF110; 10,
GRF116; 11, GRF102; 12, GRF112; 13, GRF121; 14, GRF1; 15, membranas de B.
japonicum cultivadas microaerébicamente con nitrato. Las flechas indican la localizacién
en el gel de las siguientes proteinas patrén: catalasa (232 kDa), lactato deshidrogenasa (140
kDa) y albiimina bovina (67 kDa).
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Figura 6. Contenido en proteinas (Fig. 6A) y densitograma correspondiente (Fig. 6B) de
las membranas solubilizadas con Triton X-100 de B. japonicum PJ17. Las muestras (25 pg
de proteina) se analizaron mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (4%
al 10%) en presencia de 0.1% de Triton X-100. Las proteinas se detectaron mediante
tincién con nitrato de plata y la densitometria se realizé empleando una longitud de onda
de 560 nm. Las flechas indican la posicién de los enzimas nitrato reductasa. Los nimeros
indican el tamafio de las siguientes proteinas patrén: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440

kDa), catalasa (232 kDa), lactato deshidrogenasa (140 kDa) y albimina bovina (67 kDa).
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5. Efecto del oxigeno y del nitrato sobre la expresion de actividad

nitrato reductasa en membranas de Bradyrhizobium japonicum PJ17.

Para estudiar el efecto que la microaerobiosis y/o el nitrato podrian ejercer sobre
la expresién de actividad NR en las membranas de B. japonicum PJ17, después del cultivo
en LMB con glutamato, las células se incubaron en condiciones aerébicas o microaerdbicas
y, en cada caso, en presencia y en ausencia de nitrato. Posteriormente, las células se
rompieron por sonicacién, las membranas se obtuvieron por centrifugacién diferencial, se
solubilizaron mediante tratamiento con Triton X-100 y se sometieron a electroforesis en

geles nativos de poliacrilamida (apartados 10.1, 10.2 y 11.1 de Material y Métodos).

Cuando las células se incubaron en microaerobiosis, y no se incluyé KNO, en la
“mezcla de incubacién, pricticamente toda la actividad NR (99%) se localiz6 en las
membranas, aunque una minima actividad se detectd en el citosol (Tabla 2). La presencia
de nitrato durante la incubacién microaerébica increment6 4 veces la actividad NR de las
membranas, en donde también se localizé la mayorfa (97%) del total (citosélica y de

membranas) de la actividad NR (Tabla 2).

No se pudo detectar actividad NR en las membranas cuando la incubacién se realizé
en condiciones aerébicas, independientemente de la ausencia o presencia de nitrato en la
mezcla de incubacién (Tabla 2). En ausencia de nitrato tampoco se detectdé actividad NR
en el citosol, mientras que en presencia de nitrato si hubo cierta expresion de actividad NR
en el citosol. Esta actividad fue inferior a la detectada en condiciones microaerdbicas en

ausencia de nitrato (Tabla 2).

La electroforesis en geles nativos de poliacrilamida de membranas solubilizadas
(=570 pg de proteina) procedentes de células incubadas microaerébicamente con nitrato
revelé la presencia de dos enzimas NR cuyos Mr fueron de 200 kDa y 160 kDa,
respectivamente, mientras que las membranas de células incubadas microaerébicamente sin

nitrato s6lo mostraron un enzima NR cuyo MR fue de 160 kDa (Fig. 7).
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Tabla 2. Actividad nitrato reductasa (NR) en el citosol y en las membranas solubilizadas

de Bradyrhizobium japonicum PJ17. Las células se cultivaron en LMB con glutamato y,

posteriormente, se incubaron microaerébicamente en presencia o ausencia de nitrato durante

35 h. La actividad NR se determiné mediante ensayos in vitro y se expresa en nmol de

NO,/ mg prot. x min. Los valores representan la media de tres repeticiones seguidos del

error estandar.

Condiciones

de incubacién

Microaerobiosis - KNO,

Microaerobiosis + KNO,

Aerobiosis - KNO,

Aerobiosis + KNO,

Actividad NR
Citosol Membranas
0.60 £ 0.06 53.77 £0.30
7.46 + 0.56 223.83 + 16
0.0 £0.0 00 +£0.0
0.12 £ 0.02 00 0.0
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Figura 7. Deteccién de enzimas nitrato reductasa en membranas solubilizadas con Triton
X-100 de Bradyrhizobium japonicum PJ17. Las muestras (= 570 pg de proteina) se
analizaron mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (4% al 10%) en
presencia de 0.1% de Triton X-100. Los enzimas se detectaron por actividad y se fijaron
en 5% de cloruro de trifenil tetrazolio. Los carriles corresponden a membranas
solubilizadas de células de B. japonicum PJ17 cultivadas en LMB con glutamato e
incubadas microaerébicamente durante 35 h en presencia de nitrato (carril 2) y ausencia
de nitrato (carril 3). En el carril 1 se indica el tamafio molecular de las proteinas patrén

descritas en la Fig. 5.
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6. Reduccion de acetileno y produccion de hidrogeno en Bradyrhizobium

Japonicum PJ17 y mutantes en simbiosis con Glycine max.

Aunque se ha indicado anteriormente que todas las mutantes fueron capaces de
infectar plantas de soja (Glycine max var. Williams), se seleccionaron 5 mutantes para
analizar, de forma comparativa respecto a la cepa parental PJ17, los posibles efectos que
la alteracién en el metabolismo de nitrato podrian ocasionar en las actividades de la
nitrogenasa de los bacteroides. Para estos estudios se seleccionaron las mutantes GRF3 y
GRF4 que sélo expresan el enzima NR correspondiente a 200 kDa y las mutantes GRF102,
GRF110 y GRF116 que sélo expresan el enzima correspondiente a 160 kDa.

La actividad nitrogenasa, medida como reduccién de acetileno, de los ndédulos
formados por la cepa parental PJ17 fue estadisticamente (P < 0.05) igual a la de los
nédulos formados por cuatro (GRF3, GRF4, GRF110 y GRF116) de las cinco mutantes
empleadas (Tabla 3). Sélo la mutante GRF102 produjo nédulos cuya actividad nitrogenasa
fue inferior (P < 0.05) a la de los formados tanto por la cepa parental como a la de los
producidos por las otras cuatro mutantes (Tabla 3). Por el contrario, la produccién de
hidrégeno por los ndédulos formados por cada una de las cinco mutantes fue
significativamente (P < 0.05) superior a la de los nédulos de la cepa parental (Tabla 3).
También se observaron diferencias significativas en la produccién de H, entre las mutantes
(Tabla 3). Dada la mayor produccién de H, por los nédulos de las mutantes y la igualdad
en la actividad de reduccién de acetileno entre la parental y las mutantes, la eficiencia
relativa (ER) de la nitrogenasa de la cepa parental PJ17 fue estadisticamente superior
(P £ 0.05) a la ER de cada una de las mutantes (Tabla 3).
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Tabla 3. Reduccién de acetileno y produccién de hidrégeno en nédulos formados por
Bradyrhizobium japonicum PJ17 y mutantes. Las plantas de soja (Glycine max var.
Williams) se inocularon con cada una de las cepas de B. japonicum y se cultivaron durante
35 d en ausencia de N combinado. La reducci6n de acetileno se expresa en nmol de C,H,
producido/planta. La produccién de H, se expresa en nmol H, producido/planta. La
eficiencia relativa (ER) de la nitrogenasa de cada simbiosis se calculé mediante la férmula:
ER= 1 - (H,/CH,). Los valores representan la media de seis repeticiones y aquellos

seguidos de distinta letra son significativamente (P < 0.05) diferentes, segin el test de

Tuckey.
Cepa Reduccién de Produccién ER
acetileno de H,
PJ17 7.22 a 219a 0.70 a
GRF3 6.45a 3.77 bc 042b
GRF4 6.93 a 387 ¢ 044 b
GRF102 516 b 294 b 043 b
GRF110 6.95 a 524d 025¢
GRF116 7.36 a 409 c 045b
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7. Purificacion de los enzimas nitrato reductasa de las membranas de

Bradyrhizobium japonicum PJ17.

Aunque, en principio, se abordé la purificacién de los enzimas NR empleando
membranas de la cepa parental PT17, la complejidad de los resultados obtenidos, asi como
las dificultades para un correcto andlisis de los mismos, hizo aparente la necesidad de
emplear cepas mutantes para intentar la purificacién de los dos enzimas NR. De las dos
mutantes (GRF3 y GRF4) que contenfan dnicamente el enzima de 200 kDa (Fig. 5), se
selecciond la mutante GRF3 por presentar una sola insercién del transposén TnS (Fig. 2).
De las mutantes que sélo expresaron el enzima de 160 kDa (Fig. 5) se eligié, al azar, la
cepa GRF110.

La purificacién se inicidé con la solubilizacién de las membranas mediante
tratamiento con Triton X-100 al 4% (apartado 10.2 de Material y Métodos).
Aproximadamente el 87% de la actividad enzimdtica correspondiente a la proteina de 160
kDa (Tabla 4) y el 83% de la actividad de la de 200 kDa (Tabla 5), pero sélo el 24% de
la proteina total de las membranas de la primera (Tabla 4) y el 21 % de las membranas de
la segunda (Tabla 5), se recuperé en la fraccién de membranas solubilizadas. El ratamiento
con Triton X-100 incrementé la actividad NR especifica en la fraccién soluble 3.7 veces

para el enzima de 160 kDa (Tabla 4) y 3.9 veces para ¢l enzima de 200 kDa (Tabla 5).

Como segundo paso de purificacién se empled cromatografia de intercambio iénico
(apartado 10.3 de Material y Métodos), utilizando alicuotas de 5 ml (= 30 mg de proteina)
de las membranas solubilizadas. Los enzimas NR se liberaron de la matriz de la columna
mediante elucién con NaCl en una concentracidn que varid en gradiente continuo desde 50
mM hasta 650 mM (apartado 10.3 de Material y Métodos). La determinacidn de actividad
NR en el eluido correspondiente a las membranas solubilizadas de la mutante GRF110
(proteina de 160 kDa) demostré la presencia de un sélo pico de actividad cuyo méximo
valor se detectd a una concentracidn de NaCl de 280 mM (Fig. 8). Cuando se emplearon
membranas solubilizadas de la mutante GRE3 (proteina de 200 kDa) se obtuvieron dos

picos de actividad cuyos valores mdximos correspondieron a concentraciones de NaCl de
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290 mM y 330 mM (Fig. 9). En las fracciones del eluido que mostraron actividad NR se
observé una correlacion significativa entre los valores de dicha actividad y la concentracién
de proteina de las mismas (Figs. 8 y 9). La cromatografia de intercambio iénico incrementé
la actividad especifica del enzima de 200 kDa 12.3 veces (Tabla 4), y 10 veces la del
enzima de 160 kDa (Tabla 5), consiguiendose rendimientos de purificacién que oscilaron

entre el 36% y el 40% para cada uno de ellos (Tablas 4 y 5).

Después de la cromatografia de intercambio idnico, las fracciones con elevada
actividad NR (= 10 nmol de NO, /mg prot. x min) se recogieron, se concentraron mediante
ultrafiltracion (apartado 10.3 de Material y Métodos) hasta un volumen aproximado de 5
ml (4-5 mg de proteina) y se sometieron a cromatografia de exclusién molecular (apartado
10.4 de Material y Métodos). La determinacién de actividlad NR en el eluido
correspondiente al fraccionamiento en columna de Sephacryl S-200 de las muestras de la
mutante GRF110 (proteina de 160 kDa), obtenidas después de la cromatografia de
intercambio i6nico, puso en evidencia la presencia de un pico de actividad NR cuyo valor
mdximo se detectd a los 125 ml de eluido (Fig. 10). Similarmente, el fraccionamiento de
muestras de las membranas parcialmente purificadas de la mutante GRF3 (proteina de 200
kDa) a través de Sephacryl S-200 resolvié dos picos de actividad NR que presentaban,
respectivamente, valores maximos a los 100 ml y 125 ml del eluido correspondiente (Fig.
11). Después de la cromatografia en Sephacryl S-200, la actividad NR especifica del
enzima de 200 kDa fue 16.2 veces superior a las de las membranas, mientras que la del
enzima de 160 kDa incrementd 21.5 veces (Tablas 4 y 5, respectivamente). El rendimiento
del proceso de purificacién tras la cromatografia de exclusién molecular fue similar para
ambos enzimas, concretamente 26.7% para la de 200 kDa (Tabla 4) y 27.6% para la de 160
kDa (Tabla 5).

El grado de purificacién alcanzado en cada paso del proceso se comprobé
determinando, en geles de poliacrilamida, tanto la actividad NR como la presencia de
proteinas en las muestras utilizadas (Figs. 12 y 13). En la mutante GRF110 sélo se detecto,
tanto en membranas solubilizadas como en membranas solubilizadas y sometidas a

cromatografia de intercambio i6nico primero y a cromatografia de exclusién molecular
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después, un dnico enzima NR de 160 kDa (Fig. 12). Por el contrario, aunque en las
membranas solubilizadas de la mutante GRF3 se visualizd un solo enzima NR de 200 kDa
(Fig. 13), después de someter las mismas a cromatografia de intercambio iénico se observd,
de forma reiterada, la presencia de dos enzimas NR de 160 kDa y 120 kDa,
respectivamente (Fig. 13). La presencia de ambos enzimas se mantuvo tras la cromatografia
de exclusion molecular (Fig. 13). Cuando las membranas solubilizadas de la mutante GRF3
se sometieron primero a cromatografia de exclusién molecular, igualmente, se detectd la
presencia de dos enzimas NR que se mantuvieron después de la cromatografia de

intercambio idnico (no se muestran los resultados).

La deteccidn de proteinas mediante tincién con AgNQ, de los geles de
poliacrilamida correspondientes a la electroforesis de membranas solubilizadas de la
mutante GRF110 demostrd la presencia de proteinas contaminantes despucs de someterlas
a cromatografia de intercambio idnico, y la purificacidn a homogeneidad del enzimna NR
de 160 kDa tras la cromatografia de exclusion molecunlar de las mismas (Fig. 12).
Igualmente, la electroforesis de membranas solubilizadas de la mutante GRF3 puso en
evidencia la existencia de otras proteinas contaminantes después de la cromatografia de
intercambio iénico y la presencia exclusiva de dos polipéptidos de 160 kDa y 120 kIDa was
la cromatografia de exclusién molecular (Fig. 13). El tamaito molecular de cada polipéptido
purificado, calculado después de la tincién de los geles con AgNO;, coincidié exactamente
con los calculados cuando los geles se trataron para detectar actividad NR (Figs. 12 y 13).
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Figura 8. Fraccionamiento de las membranas solubilizadas con Triton X-100 de
Bradyrhizobium japonicum GRF110 tras cromatografia de intercambio anibnico en Q-
Sepharosa. A la columna se aplicaron aproximadamente 30 mg de proteina y el enzima se
eluy6 utilizando un gradiente lineal de NaCl desde 50 mM hasta 650 mM. Se recogieron
fracciones de 5 ml en los que se determind la actividad nitrato reductasa (-a-s-, nmol de

NO,/ml x min) y la concentracién de proteina (-+-+-, mg/ml).
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Figura 9. Fraccionamiento de las membranas solubilizadas con Triton X-100 de
Bradyrhizobium japonicum GRF3 tras cromatografia de intercambio anidnico en Q-
Sepharosa. A la columna se aplicaron aproximadamente 30 mg de proteina y el enzima se
eluy6 utilizando un gradiente lineal de NaCl desde 50 mM hasta 650 mM. Se recogieron
fracciones de 5 ml en las que se determind la actividad nitrato reductasa (-=-=-, nmol de

NO,/ml x min) y la concentracién de proteina (-+-+-, mg/ml).
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Figura 10. Fraccionamiento de las membranas de B. japonicum GRF110 tras cromatografia
de exclusién molecular en Sephacryl S-200. A la columna se aplicaron muestras de
aproximadamente 5 mg de proteina obtenidas después de la cromatografia de intercambio
idnico y previa concentracién de las mismas. El enzima se eluyé utilizando tampdn
Tris/HC1 50 mM, NaCl 50 mM y Triton X-100 al 1%, pH 7.5. Se recogieron fracciones
de 5 ml en las que se determiné la actividad nitrato reductasa (-s-»-, nmol de NO,/ml x

min) y la concentracién de proteina {-+—, mg/ml).
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Figura 11. Fraccionamiento de las membranas solubilizadas de B. japonicum GRF3 tras
cromatografia de exclusién molecular en Sephacryl S-200. A la columna se aplicaron
muestras de aproximadamente 4 mg de proteina obtenidas después de la cromatografia de
intercambio iénico y previa concentracién de las mismas. El enzima se eluyé utilizando
tamp6n Tris/HCI 50 mM, NaCl 50 mM y Triton X-100 al 1%, pH 7.5. Se recogieron
fracciones de 5 ml en las que se determind la actividad nitrato reductasa (-=--, nmol de

NO,/ml x min) y la concentracién de proteina (-++-, mg/ml).
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Figura 12. Deteccién de proteinas y actividad nitrato reductasa en membranas de B.
Japonicum GRF110 durante la purificacién del enzima de 160. Las células se cultivaron
en LMB con glutamato y se incubaron microaerébicamente con nitrato durante 35 h. Las
muestras se sometieron a electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (4% al 10%) en
presencia de 0.1% de Triton X-100. El enzima se detectd por actividad (carriles 4 a 6) y
se fij6 con 5% de cloruro de trifenil tetrazolio. Las proteinas (carriles 1 a 3) en las
muestras de membranas solubilizadas se detectaron mediante tincién con azul Coomassie
y las muestras obtenidas después de cada cromatograffa mediante tincién con nitrato de
plata. Carriles 1 y 4, membranas solubilizadas con Triton X-100; carriles 2 y 5, muestras
obtenidas después de cromatograffa de intercambio i6nico; carriles 3 y 6, muestras
obtenidas después de cromatografia de exclusién molecular. Las flechas indican el tamaiio

molecular de las proteinas patrén descritas en la Fig. 5.
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Figura 13. Deteccion de protefnas y actividad nitrato reductasa en membranas de B.
Japonicum GRF3 durante la purificacién del enzima de 200 kDa. Las células se cultivaron
en LMB con glutamato y se incubaron microaerébicamente con nitrato durante 35 h. Las
muestras se sometieron a electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (4% al 10%) en
presencia de 0.1% de Triton X-100. El enzima se detectd por actividad (carriles 4 a 6) y
se fij6 con 5% de cloruro de trifenil tetrazolio. Las protefnas (carriles 1 a 3) en las
muestras de membranas solubilizadas se detectaron mediante tincién con azul Coomassie
y las de las muestras obtenidas después de cada cromatografia mediante tincién con nitrato
de plata. Carriles 1 y 4, membranas solubilizadas con Triton X-100; carriles 2 y 5,
muestras obtenidas después de cromatograffa de intercambio iénico; carriles 3 y 6,
muestras obtenidas después de cromatograffa de exclusién molecular. Las flechas indican

el tamafio molecular de las proteinas patrén descritas en la Fig. 3.
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Tabla 4. Purificacién del enzima NR de 160 kDa de las membranas de Bradyrhizobium

Japonicum GRF110.

Rendimiento Purificacién

Paso de purificacién Proteina Actividad Actividad

total(mg) total especifica (%)
Membranas 132.6 28536 215 100 1
Membranas
solubilizadas 31.3 24806 792 86.9 3.7
Q-Sepharosa 53 11412 2153 40.0 10.0
Sephacryl S-200 1.7 7884 4638 276 215

La actividad especifica se expresa en U/mg de prot. La actividad total se expresa en U.

U= nmol de NO,/min.
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Tabla 5. Purificacién del enzima NR de 200 kDa de las membranas de Bradyrhizobium
Japonicum GREF3.

Paso de purificacién Proteina Actividad Actividad Rendimiento Purificacién

total(mg) total especifica (%)
Membranas 136.7 37134 272 100 1
Membranas
solubilizadas 28.6 30827 1078 82.9 39
Q-Sepharosa 4.0 13411 3353 36.1 12.3
Sephacryl S-200 | 23 9926 4316 26.7 15.9

La actividad especifica se expresa en U/mg de prot. La actividad total se expresa en U.
U= nmol de NO, /min.
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8. Composicion en subunidades de los enzimas nitrato reductasa.

Antes de iniciar el estudio relativo a la composicién en subunidades de cada uno
de los tres polipéptidos con actividad NR fue necesario obtener, por separado, las proteinas
de 160 kDa y 120 kDa de las membranas de la mutante GRF3 (Fig. 13). Para ello, las
fracciones con actividad NR (2 10 nmol de NO,/mg prot. x min) obtenidas después de la
cromatografia de exclusién molecular de las membranas de la mutante GRF3 se
concentraron mediante ultrafiltracion (apartado 10.3 de Material y Métodos) hasta un
volumen aproximado de 5 ml (= 2 mg de proteina). De ese volumen se tomaron alicuotas
de 60 pl (24 pg de proteina) que se emplearon para cargar cada uno de los pocillos de un
gel nativo de poliacrilamida. Después de la electroforesis (apartado 11.1 de Material y
Métodos) el gel se empled para detectar los enzimas NR (apartado 12.1 de Material y
Métodos). Mientras los enzimas fueron visibles, debido a la oxidacién del ditionito, las
bandas correspondientes del gel se cortaron con un escalpelo, se reunieron aquellas del
mismo Mr y se sometieron a electroelucién (apartado 11.3 de Material y Métodos). Las
muestras purificadas del enzima de 160 kDa de las membranas de la mutante GRF110
también se sometieron a similares procesos de concentracion, electroforesis en geles nativos
de poliacrilamida (alicuotas de 30 pl, 12 pg de proteina) y electroelucién, de modo que los

tres enzimas NR estuvieron sometidos a idénticos procesos.

Después de la electroelucion, cada proteina, recogida en un volumen de eluido de
alrededor de 400 pl, se ajusté a una concentracién final aproximada de 260 pg/ml y se
comprobé de nuevo, mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida, la
presencia, expresién y pureza de cada enzima NR (Fig. 14). A partir de las muestras
obtenidas después de la electroelucidn, la electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (apartado 11.2 de Material y Métodos) de alicuotas que contenian 0.4-0.6
pg de proteina de cada uno de los enzimas NR revelé que los polipéptidos de 160 kDa y
120 kDa de las membranas de GRF3 se componian cada uno de 4 subunidades cuyos Mr
calculados fueron de 117 kDa, 68 kDa, 59 kDa y 56 kDa (Fig. 15). No obstante, la
concentracién relativa de cada subunidad, calculada en base a la correspondiente irea

parcial obtenida mediante andlisis densitométrico del gel, varié en cada enzima (Fig. 16).
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Asi, la subunidad de 117 kDa represent6 el 70% vy el 34% del total de los polipéptidos de
los enzimas de 160 kDa y 120 kDa, respectivamente (Fig. 16). Igualmente, mientras que
el polipéptido de 59 kDa apenas fue representativo (2%) en el enzima de 160 kDa,
constituy6 el 24% del enzima de 120 kDa (Fig. 16). Los polipéptidos de 68kDa y 56 kDa

presentaron menores diferencias en cuanto a su participacién relativa en la composicién de

cada uno de los dos enzimas (Fig. 16).

Por otra parte, el enzima de 160 kDa de las membranas de la mutante GRF110
estuvo formado por tres subunidades cuyos Mr calculados fueron de 117 kDa, 68 kDa y
56 kDa (Fig. 15), no pudiendose detectar, a pesar de los esfuerzos realizados, el polipéptido
de 59 kDa (Fig. 15). La concentracién relativa de cada polipéptido fue también diferente

a la de la correspondiente subunidad de los enzimas de la mutante GRF3 (Fig. 16).
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Figura 14. Deteccién del enzima de 160 kDa y de las dos especies activas (160 kDa y 120
kDa) del enzima de 200 kDa. Las muestras (24 pg de proteina) de los enzimas de 160 kDa
y 200 kDa purificados después de cromatograffa de exclusion molecular se sometieron a
electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (4% al 10%) en presencia de 0.1% de
Triton X-100. Las bandas con actividad nitrato reductasa se cortaron del gel y se
sometieron a electroelucién. Las muestras de cada enzima (= 0.5 pg de protefna) después
de la electroelucién se sometieron a electroforesis. Las proteinas se revelaron mediante
tincién con nitrato de plata (carriles 1 a 3). Los enzimas se detectaron por actividad
(carriles 4 a 6). Carriles 1 y 4, enzima de 160 kDa; carriles 2 y 5, forma de 160 kDa del
enzima de 200 kDa; carriles 3 y 6, forma de 120 kDa del enzima de 200 kDa.
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Figura 15. Composicién en subunidades del enzima de 160 kDa y de las dos especies (160
kDa y 120 kDa) del enzima de 200 kDa. Las muestras (= 0.5 pg de proteina) de cada
enzima purificado se analizaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes (SDS)
de poliacrilamida (7% al 15%). Carriles: 1, enzima de 160 kDa; 2, especie de 160 kDa del
enzima de 200 kDa; 3, especie de 120 kDa del enzima de 200 kDa. Los nmimeros indican
el tamafio molecular de las siguientes proteinas patrén: fosforilasa b (94 kDa), albimina
bovina (67 kDa), ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa carbénica (30 kDa), inhibidor de
tripsina (20.1 kDa) y o-lactalbimina (14.4 kDa).
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Subunidad Mr Porcentaje (%)

116 42.7
2 68 24.2
3 56 33.1
1 116 69.1
2 68 153
3 59 24
4 56 13.2
1 116 33.9
2 68 25.3
3 59 23.6
4 56 17.2

Figura 16. Densitogramas representativos de la composicién en subunidades de los
enzimas de 160 kDa (A) y de las especies de 160 kDa (B) y de 120 kDa (C) del enzima
de 200 kDa. La densitometria se realizé empleando una longitud de onda de 560 nm. Los
nimeros indican las subunidades de cada enzima. Se incluye el tamafio molecular de cada

subunidad asi como su concentracidn relativa expresada en porcentaje.
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9. Composicion en péptidos de los enzimas nitrato reductasa.

La composicion peptidica de los enzimas NR se determiné después de tratar
alicuotas de 100 pl (= 25 pg de proteina) de cada uno de los enzimas purificados con igual
volumen de tripsina (apartado 13 de Material y Métodos), someter muestras de 15 pl a
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (apartado 11.2 de Material y

Métodos) y tefiir los geles con AgNO, (apartado 12.2 de Material y Métodos).

El tratamiento con tripsina fragment6 el enzima de 160 kDa de la mutante GRF110
en cinco péptidos de Mr 117 kDa, 78 kDa, 68 kDa, 57 kDa y 43 kDa (Fig. 17).
Similarmente, la tripsina convirti6 los enzimas de 160 kDa y 120 kDa de la mutante GRF3,
en ambos casos, en seis péptidos de idéntico Mr: 117 kDa, 78 kDa, 68 kDa, 57 kDa, 46
kDa y 43 kDa (Fig. 17). De estos 6 péptidos, 5 de ellos fueron idénticos en su desarrollo
electroforético a los 5 péptidos del enzima de 160 kDa de la mutante GRF110, mientras

que el sexto péptido, de 46 kDa, no se pudo detectar en este dltimo enzima (Fig. 17).

Después del tratamiento con tripsina, la electroforesis en geles nativos de
poliacrilamida de muestras de 15 pl de cada uno de los enzimas, y posterior tincidn de los
geles para revelar actividad NR, indicé que los tamafios moleculares de los polipéptidos
que retenian la actividad catalitica fueron de 130 kDa para el enzima de 160 kDa de la
mutante GRF110 y de 118 kDa y 89 kDa, para los enzimas de 160 kDa y 120 kDa,

respectivamente, de la mutante GRF3 (Fig. 18).
Aunque es posible que el tratamiento con tripsina de los enzimas NR pudiera

originar péptidos de Mr inferior a 30 kDa, no se pudo realizar el andlisis comparativo entre

ellos debido a la presencia de tripsina (Mr = 23 kDa) en las muestras (Fig. 17).
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Figura 17. Composicién en péptidos del enzima de 160 kDa y de las dos especies (160
kDa y 120 kDa) del enzima de 200 kDa. Después del tratamiento con tripsina, las muestras
(1.9 pg de protefna) se sometieron a electroforesis en geles desnaturalizantes (SDS) de
poliacrilamida (7% al 15%). Los péptidos se detectaron mediante tincién con nitrato de
plata. Carriles: 1, enzima de 160 kDa; 2, especie de 160 kDa del enzima de 200 kDa; 3,
especie de 120 kDa del enzima de 200 kDa. Los nimeros indican el tamafio molecular de

las protefnas patrén descritas en la Fig. 15.
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Figura 18. Deteccién de los polipéptidos con actividad nitrato reductasa después del
tratamiento con tripsina del enzima de 160 kDa y de las especies (160 kDa y 120 kDa) del
enzima de 200 kDa. Las muestras (1.9 pg de protefna) se sometieron a electroforesis en
geles nativos de poliacrilamida (4% al 10%) en presencia de 0.1% de Triton X-100. Las
muestras se revelaron por actividad. Carriles: 1, enzima de 160 kDa; 2, especie de 160 kDa
del enzima de 200 kDa; 3, especie de 120 kDa del enzima de 200 kDa. Las flechas indican

el tamafio molecular de las proteinas patrén descritas en la Fig. 5.
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10. Hibridacion de los enzimas nitrato reductasa con anticuerpos

policlonales.

Se emplearon muestras de 20 pnl (= 5 pg de protefna) obtenidas después de la

electroelucién. Las muestras se sometieron a electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida y, posteriormente, se transfirieron a filtros de nitrocelulosa (apartado 14.1
de Material y Métodos). El inmunorevelado de los filtros de nitrocelulosa (apartado 14.2
de Material y Métodos) con anticuerpos anti-nitrato reductasa respiratoria de P. stutzeri
mostré que dichos anticuerpos reconocieron la subunidad de 117 kDa del enzima de 160
kDa de la mutante GRF110 (Fig. 19) asi como el polipéptido de 59 kDa del enzima de 120
kDa de la mutante GRF3 (Fig. 19). No se observo reaccion cruzada de los anticuerpos con

ninguna subunidad del enzima de 160 kDa de la mutante GRF3 (Fig. 19).
11. Caracterizacion de los enzimas nitrato reductasa.
11.1. Punto isoeléctrico.

La determinacién del pH isoeléctrico (pI) se efectud utilizando la técnica de enfoque
isoeléctrico en gel de poliacrilamida (apartado 11.4 de Material y Métodos), empleando
muestras de 20 pl (= 5 pg de proteina) después de la electroelucién. En la Fig. 20 se
muestra un desarrollo electroforético representativo de los enzimas NR purificados después
de revelar los geles mediante tincién con nitrato de plata. El pl se calculé utilizando como
referencia la recta de calibrado que se obtuvo relacionando los valores del gradiente de pH
establecido con su distancia relativa al dnodo. La interpolacién de la distancia de migracion
al 4nodo de cada enzima permitid calcular el punto isoeléctrico correspondiente a cada uno
de ellos, que fue de 6.‘42 para el enzima de 160 kDa de la mutante GRF110, 6.61 para el
enzima de 160 kDa de la mutante GRF3 y 6.75 para el enzima de 120 kDa de la mutante
GREF3.
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11.2. Cinética enzimatica.

Estos estudios se abordaron con el objeto de conocer la constante de Michaelis-
Menten (Ky) de la reaccién catalizada por cada uno de los enzimas NR. Para ello, se
utilizaron muestras obtenidas después de la electroelucién que contenian aproximadamente
52 pg de proteina. Las muestras se incubaron en condiciones 6ptimas de ensayo durante
tiempos diferentes. En los tres casos, los resultados obtenidos fueron similares, por lo que
s6lo se representa la cinética del enzima de 160 kDa de la mutante GRF110 (Fig. 21). La
produccién de nitrito, como se puede observar en la Fig. 21, fue lineal en funcién del

tiempo hasta los 10 min de incubacién.

Para el estudio de la cinética enzimdtica de cada enzima en funcién del sustrato se
utilizaron, ignalmente, muestras de 52 pg de protefna que se incubaron durante 10 min en
presencia de diferentes concentraciones de KNO,. Los dos enzimas presentaron una cinética
normal (hiperbdlica) de Michaelis-Menten (Figs. 22A y 23A). La representacién doble
reciproca del efecto de la concentracién de nitrato sobre la actividad NR permitié calcular
la K, de cada enzima que fue de 3 x 10* M para el enzima de 160 kDa de la mutante
GRF110 (Fig. 22B) y de 4.3 x 10* M para el enzima de 200 kDa de la mutante GRF3
(Fig. 23B).

11.3. Inhibidores.

Se emplearon cianuro potdsico y azida sédica como compuestos inhibidores del
enzima NR. Los experimentos se realizaron, como en el apartado anterior, utilizando
muestras de 52 pg de proteina de cada uno de los enzimas. Las muestras se preincubaron
durante 10 min en presencia de distintas concentraciones (0-0.5 mM) de cada inhibidor
antes de proceder a la determinacién de actividad NR (apartado 15.1 de Material y
Métodos).

La azida afect6 drasticamente la actividad NR de cada uno de los dos enzimas ya

que la menor concentracién utilizada (0.01 mM) disminuy® la actividad de los mismos en
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més del 90% (Tabla 6). A una concentracién de 0.05 mM el porcentaje de inhibicién de

la actividad enzimdtica, independientemente del enzima uiilizado, superd el 95% (Tabla 6).

El efecto del cianuro sobre la actividad NR no fue tan intenso como el de la azida
y varié con el enzima utilizado (Tabla 6). A una concentracién de 0.01 mM, el porcentaje
de inhibicién de la actividad NR no superd el 10% (Tabla 6), aunque llegé a ser de
aproximadamente del 75% cuando el cianuro se empleé a una concentracién de 0.5 mM
(Tabla 6).

11.4. Actividad del cofactor de molibdeno.

La determinacién de la actividad del cofactor de molibdeno, realizada mediante el
ensayo de complementacion de la mutante nit-{ de Neurespora crassa (apartado 15.3 de
Material y Métodos), se determind en muestras de cada enzima obtenidas despuds de
cromatografia de exclusién molecular (= 350 pg de prot/ml). A efectos comparativos se
utilizaron también muestras de la cepa parental B. japonicum PJ17. Los enzimas de la cepa
parental expresaron los mayores valores de actividad del cofactor de molibdeno (23.3 nmol
de NO,/ mg de prot x min), seguido de los enzimas de la mutante GRF3 (8.6 nmol de
NO,/mg de prot x min) y, en dltimo lugar, el enzima de la mutante GRF110 (5.7 nmol de

NO,/mg de prot x min).
11.5. Espectro de absorcidn.

Los espectros de absorcién visible-UV de muestras de los enzimas de las mutantes
GRF110 y GRF3 obtenidas, como en el apartado anterior, después de cromatogratia de
exclusién molecular, se representan en la Fig. 24. En ambos casos, aparecié un mdximo
de absorbancia a 412 nm, tipico de proteinas que contienen grupos sulfo-férricos y no se
pudo detectar ningdn pico de absorcién en la zona de los 550 nm, que hubiera sido

indicativo de la presencia de un citocromo.
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Figura 19. Reaccién cruzada del enzima de 160 kDa y de las dos especies (160 kDa y 120
kDa) del enzima de 200 kDa con anticuerpos anti-nitrato reductasa respiratoria de
Pseudomonas stutzeri. Las muestras (5 pg de proteina) se sometieron a electroforesis en
geles desnaturalizantes (SDS) de poliacrilamida (7% al 15%). Después de la transferencia
de las subunidades a filtros de nitrocelulosa y tratamiento con anti-nitrato reductasa de P.
stutzeri, los complejos antigeno-anticuerpo se detectaron mediante inmunorevelado con
anti-IgG de conejo conjugada a peroxidasa. Carriles: 1, enzima de 160 kDa; 2, especie de
160 kDa del enzima de 200 kDa; 3, especie de 120 kDa del enzima de 200 kDa. Los
nimeros indican el tamafio molecular de las siguientes proteinas patrén: o,-macroglobulina
(180 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fructosa-6-fosfato quinasa (84 kDa), piruvato quinasa
(58 kDa), fumarasa (48.5 kDa), lactato deshidrogenasa (36.5 kDa) y triosa-fosfato
isomerasa (26.6 kDa).
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Figura 20. Enfoque isoeléctrico del enzima de 160 kDa y de las dos especies (160 kDa
y 120 kDa) del enzima de 200 kDa. Las muestras (5 pg de proteina) se sometieron a
electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (7%) en presencia de 5% de anfolinas
(rango de pH 3.5-10). Los enzimas se detectaron mediante tincién con nitrato de plata
después de eliminar las anfolinas. Carriles: 1, enzima de 160 kDa; 2, especie de 160 kDa
del enzima de 200 kDa; 3, especie de 120 kDa del enzima de 200 kDa.
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Figura 21. Cinética en funcién del tiempo del enzima de 160 kDa. Las muestras (52 ug
de proteina) se incubaron durante 30 min en condiciones éptimas de ensayo. La actividad
se expresa en nmol de NO,/mg prot. x min. Los valores que se indican representan la

media de tres determinaciones independientes con tres repeticiones cada una.
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Figura 22. A. Cinética en funcién de la concentracién de nitrato del enzima de 160 kDa.
B. Determinacién de la K del enzima mediante la representacién gréfica de la ecuaci6n
de Lineweaver-Burk. Las muestras (52 pg de proteina) se incubaron durante 10 min en
condiciones 6ptimas de ensayo. La actividad se expres6 en nmol de NO,/mg prot x min.
Los valores que se indican representan la media de tres determinaciones independientes con

tres repeticiones cada una.
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Figura 23. A. Cinética en funcién de la concentracién de nitrato del enzima de 200 kDa.

B. Determinaci6n de la Ky, del enzima mediante la representacién grafica de la ecuacién

de Lineweaver-Burk. Las muestras (52 pg de proteina) se incubaron durante 10 min en

condiciones 6ptimas de ensayo. La actividad se expresé en nmol de NO,/mg prot x min.

Los valores que se indican representan la media de tres determinaciones independientes con

tres repeticiones cada una.

119

10



Tabla 6. Efecto del cianuro y de la azida sobre la aactividad de los enzimas de 160 kDa
y 200 kDa de las membranas de B. japonicum. La actividad se expresa en porcentaje
respecto a la del control (nmol de NO,/mg prot. x min). Los valores que se indican

representan la media de tres determinaciones independientes con tres repeticiones cada una.

Inhibicién (%)

Tratamiento Concentracién (mM) Enzima de 160 kDa Enzima de 200 kDa
NaN, 0 0 0
(1274) (1305)
0.01 91.1 90.3
0.05 95.4 97.1
0.10 - 963 97.8
0.25 96.4 98.2
0.50 96.6 98.3
KCN 0 0 0
(1274) (1305)
0.01 0 0
0.05 10.2 3.9
0.10 254 26.2
0.25 53.0 52.5
0.50 73.6 76.9
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Figura 24. Espectro de absorcion visible-UV del enzima de 160 kDa (A) y del de 200 kDa
(B). Se emplearon muestras de 460 pg de proteina. Como referencia se utilizé el mismo
tampén en el que se eluyeron las muestras (Tris/HCl 50 mM, NaCl 50 mM y 1% de Triton
X-100).
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DISCUSION



Las células de Bradyrhizobium japonicum PJ17 expresaron actividad nitrato
reductasa (NR) constitutiva cuando se cultivaron en medio definido LMB con glutamato
como tinica fuente de nitrégeno (Fig. 3). Aunque otros autores han demostrado la expresion
de tal actividad en otras especies de Rhizobium y Bradyrhizobium (Manhart y Wong, 1979;
Becana et al. 1989), nuestros resultados amplian esos conocimientos al indicar que la
actividad NR fue transitoria, ya que disminuyé con el tiempo de cultivo hasta que no fue
posible su deteccién (Fig. 3). Estos datos coinciden con los presentados por Howitt et al.
(1988) quienes observaron que la actividad NR constitutiva de Bradyrhizobium

(Parasponia) sp. ANU289 fue mayor al inicio de la fase logaritmica de crecimiento que

al final de dicha etapa de crecimiento.

El papel que desempeiia la actividad NR constitutiva es desconocido, y no parece
que sea funcional en condiciones fisiolégicas. Esta sugerencia se basa, primero, en que fue
necesaria la presencia en el medio de incubacién de un inductor, €l nitrato, para la sintesis
de actividad NR asimilateria (Fig. 3), y, segundo, en que la inclusién en el medio de un
antibiético inhibidor de la sintesis proteica impidi6 la expresién de tal actividad (Fig. 3).
Idénticos resultados se obtuvieron cuando las células se incubaron aerébica o
microaerébicamente, en presencia de nitrato, con y sin antibiético en el medio de
incubacién (Fig. 4). Estos hechos indican que la asimilacién de nitrato por B. japonicum
PJ17 requirié la sintesis de novo del enzima NR implicado en su reduccion y no se debié
a la actividad de otros enzimas preexistentes en las células. A favor de la hipétesis de la
no funcionalidad del enzima NR constitutivo estd la demostracién de que el tamafio
molecular relativo (Mr), estimado mediante cromatografia de exclusién molecular, del
enzima NR de células de B. japonicum L-236 cultivadas con glutamato fue de 78 kDa,
mientras que el del enzima NR de células cultivadas aerébicamente con nitrato fue de 236
kDa (Delgado et al. 1992). El nitrato fue un inductor efectivo de la sintesis de NR ya que
su adicién al medio al tercer dia de cultivo incrementé la actividad NR 3.6 veces respecto
a la de las células no tratadas con nitrato (Fig. 3). La adicién de amonio no indujo
actividad NR, mientras que la presencia simultinea de nitrato y amonio en el medio de
incubacion aumentd la actividad 1.5 veces respecto a la de células cultivadas con glutamato

(Fig. 3). En cianobacterias, bajas concentraciones (10-50 pM) de amonio inhiben la
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utilizacién de nitrato, debiendose este efecto negativo no al amonio per se sino a los
componentes orgdnicos nitrogenados resultantes de su asimilacién (Flores et al. 1980;
Herrero et al. 1985). Por otra parte, el amonio también inhibe el transporte de nitrato al
interior de Synechoccocus sp. y Anacystis nidulans al reprimir la sintesis de un polipéptido
de = 45-48 kDa implicado en el transporte activo de ese anién (Maduefio et al. 1988;
Omata et al. 1989; Sivak et al. 1989). Igualmente, se ha demostrado que el amonio reprime
tanto la sintesis de la NR (Mérida et al. 1990; Vega-Palas et al. 1990) como su actividad
(Florencio et al. 1987; Mérida et al. 1990). Por tanto, aunque el NH,NO, indujo actividad
NR en B. japonicum PJ17 (Fig. 3), es posible que el efecto del amonio sobre la actividad
NR de Bradyrhizobium japonicum sea similar al descrito en cianobacterias, y que el
incremento de actividad observado se debiera a la entrada, por difusion pasiva a favor del
gradiente de concentracion, del nitrato al interior celular y la consecuente induccién por

sustrato de la actividad NR.

El efecto inductor del nitrato sobre la actividad NR de B. japonicum PJ17 fue
mucho mayor cuando las células, una vez cultivadas en presencia de glutamato, se
incubaron en microaerobiosis que cuando la induccién se llevo a cabo en aerobiosis (Fig.
4). Los estudios posteriores sobre la localizacidn, citosélica o asociada a las membranas,
de la actividad NR indicaron que toda la actividad se encontré en la fraccién soluble de
las células cuando las mismas se incubaron aerdébicamente con nitrato, no pudiendose
detectar actividad NR en las membranas (Tabla 2). Por el contrario, la incubacién en
condiciones microaerdbicas alteré la distribucién de la actividad NR ya que la misma se

localizé preferentemente (97%) en las membranas (Tabla 2).

Es interesante destacar que la microaerobiosis per se indujo actividad NR en las
membranas de B. japonicum PJ17, aunque las tasas de actividad fueron 4 veces menores
que las detectadas cuando el nitrato estuvo presente durante la incubacién microaerdbica
(Tabla 2). Este resultado coincide con los publicados por otros autores (Hochstein y
Tomlinson, 1988; Delgado et al. 1992) que indican que la presencia de nitrato (o de otros

6xidos de nitrégeno) no es siempre necesaria para la induccién de actividad NR en las
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membranas y que ciertos niveles de actividad pueden inducirse como consecuencia de la

exclusién de oxigeno.

Se ha indicado que el oxigeno es el principal factor que controla la expresién de
actividad NR en células en vida libre de B. japonicum (Daniel y Appleby, 1972; Daniel y
Gray, 1976) y que la sintesis de los enzimas implicados en la utilizacién de nitrato en
Rhizobium y Bradyrhizobium cultivadas aerébicamente, microaerébicamente o en simbiosis
estd controlada por oxigeno y no por nitrato (O’Hara et al. 1983). Sin embargo, no se ha
demostrado con exactitud si la baja tensién de oxigeno en el medio desreprime
completamente la actividad NR o es necesario para ello la presencia de nitrato. De los
resultados que se presentan en la Tabla 2 se puede sugerir que aunque la microaerobiosis
indujo actividad NR en las membranas y en el citosol de las células, ambos factores
(microaerobiosis y nitrato) fueron necesarios para la expresién de los mayores niveles de
_actividad NR detectados. Vairinhos et al. (1989) y Delgado et al. (1992) también han
observado que, en condiciones microaerébicas, la maxima expresion de actividad NR

depende de la presencia de nitrato.

No es de extrafiar que en condiciones microaerdbicas el valor de actividad NR de
las membranas sea mds elevado que el detectado en el citosol. Este hecho, muy
probablemente, se derive de que la produccién de ATP cuando se emplea nitrato como
aceptor final de electrones de la cadena respiratoria es, aproximadamente, 2.5 veces menos
eficiente que cuando el oxigeno actda como aceptor terminal (O’Hara y Daniel, 1985). De
hecho, células de la cepa CB1809 de B. japonicum cultivadas en condiciones
microaerdbicas utilizaron el 95% del ’NO, suministrado para producir N, y sélo el 5%

- para formar “NH,* (Vairinhos et al. 1989).

En las membranas de B. japonicum PJ17 cultivado en medio LMB con glutamato
e incubado, posteriormente, en condiciones microaerébicas (2% O,, v/v) con nitrato durante
35 h fue posible detectar dos enzimas con actividad NR cuyos tamafios moleculares
relativos (Mr), estimados mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida, fueron

de 200 kDa y 160 kDa (Fig. 5 y Fig. 7). Estos dos enzimas representaron,
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aproximadamente, el 2% del total de proteinas extraidas de las membranas mediante
solubilizaci6n con Triton X-100 (Fig. 6). Previamente, se habfa descrito en membranas de
B. japonicum L-236 cultivadas microaerébicamente con nitrato la existencia de un sélo
enzima NR de Mr, calculado después de cromatografia de exclusién molecular, de 236 kDa
(Delgado et al. 1992). Se comprobé, por tanto, la posibilidad de que el nimero y el Mr de
los enzimas NR de las membranas de B. japonicum PJ17 pudiese diferir segin las
condiciones de cultivo. Para ello, se analiz6: a) los enzimas NR de células de PJ17
cultivadas microaerébicamente con nitrato y b) cultivadas en LMB con glutamato e
incubadas posteriormente en condiciones microaerébicas con nitrato. Los resultados

obtenidos (Fig. 5) mostraron que, en ambos casos, hubo dos enzimas NR de Mr 200 kDa
y 160 kDa.

Si bien el cultivo de células de B. japonicum PJ17 en medio LMB con glutamato
e induccién en microaerobiosis con nitrato resulté en la deteccién de dos enzimas NR (Fig.
7), la exclusién del nitrato del medio de incubacién, en el que se mantuvieron las
condiciones microaerébicas, provocé la deteccién de un sélo enzima NR, concretamente
el correspondiente a un Mr de 160 kDa (Fig. 7). Se puede deducir, por tanto, que la
expresion de actividad NR en las membranas de B. japonicum PJ17 estd sometida a una
regulacién doble e independiente, de modo que la ausencia de oxigeno seria el factor
responsable de la sintesis del enzima de 160 kDa, mientras que ambos factores -la
exclusion de oxigeno y la presencia de nitrato- serfan necesarios para la sintesis del enzima
de 200 kDa (Fig. 7). Estos resultados corroboran los indicados anteriormente (Vairinhos
et al. 1989; Delgado et al. 1992) que indicaban que la mdxima expresién de actividad NR
en B. japonicum es dependiente no solo de la microaerobiosis sino también de la presencia

de nitrato.

El oxigeno parece tener un efecto dominante en la expresion de actividad NR, sobre
la que ejerceria un efecto represor, ya que cuando las células se incubaron aerébicamente

en presencia de nitrato no se pudo detectar actividad en las membranas (Tabla 2).
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En E. coli, 1a acrobiosis previene tanto la sintesis de nitrato reductasa y de fumarato
reductasa, enzimas que intervienen en el metabolismo respiratorio, como de formato-
hidr6geno-liasa y alcohol deshidrogenasa, implicados en procesos fermentativos (Stewart
y Berg, 1988; Egan y Stewart, 1991), mientras que, en microaerobiosis, el nitrato inhibe
la sintesis de fumarato reductasa e induce la transcripcién de formato deshidrogenasa-N y
nitrato reductasa (Egan y Stewart, 1991). A este tipo de regulacién escalonada de la
actividad NR, esto es inhibicién por oxigeno e induccién por anaerobiosis y nitrato, se le

ha llamado regulacién jerdrquica (Showe y DeMoss, 1968; para revisiones sobre el tema

ver Lin y Kuritzken, 1987; Stewart, 1988).

El control de la sintesis de actividad NR en E. coli por anaerobiosis y nitrato son
independientes ya que mientras la induccién microaerébica requiere el producto del gen fnr
(proteina Fnr), la induccién por nitrato estd mediada por el producto del gen narL (proteina
NarL) (Stewart, 1982; Stewart y Parales, 1988; Stewart ¢f al. 1989; Egan y Stewart, 1991).
NarL es un activador positivo de la transcripcién del operdén narGHJI (Stewart, 1982;
Stewart y Parales, 1988) y se ha identificado como una proteina reguladora perteneciente
al grupo de proteinas reguladoras de respuesta de dos componentes {Gunsalus et al. 1989;
Nohno et al. 1989; Stewart et al. 1989). Fnr es un regulador tanscripcional del operén
narGHII (Spiro y Guest, 1990; Iuchi y Lin, 1991; Unden y Trageser, 1991) y muestra
homologfa con CRP, que es la proteina receptora del cAMP (Shaw et al. 1983; De
Crombrugghe et al. 1984; Unden y Duchéne, 1987). Fnr es inactiva en condiciones
aerébicas y se convierte en forma activa cuando se elimina el oxigeno del medio. Aunque
el mecanismo por el que se lleva a cabo esta conversién no se conoce con exactitud, se ha
sugerido que la capacidad de Fnr para actuar como sensor de oxigeno se debe a su
habilidad para captar Fe a través de algunos restos de cisteina localizados en el extremo
amino terminal de la proteina (Spiro y Guest, 1988; Trageser y Unden, 1989; Hennecke,
1990; Green et al. 1991; Unden y Trageser, 1991). Las proteinas de la familia CrpéFm
posseen en el extremo carboxilo terminal de la proteina una secuencia "hé€lice-giro-hélice”

caracteristica de unién al ADN (Unden y Trageser, 1991; Bothe, 1991).
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Proteinas reguladoras del tipo Fnr también se han encontrado en algunas especies
de la familia Rhizobiaceae, concretamente FixK de R. meliloti (Batut et al. 1989; 1991),
FixK de Azorhizobium caulinodans (Kaminski et al. 1991) y FnrN de R. leguminosarum
biovar vicieae (Colonna-Romano et al. 1990). El gen fixK se identificé originalmente en
R. meliloti como parte del complejo sistema que regula la expresién de los genes
implicados en la fijacién de N, (Batut et al. 1989). En condiciones de baja tensién de
oxigeno, la proteina FixL actia como sensor de tales condiciones y activa a la proteina
FixJ, que, funcionando como un regulador de respuesta, activa a su vez, a los genes nifA
y fixK (Gilles-Gonzélez et al. 1991). NifA activa la transcripcién de los operones nifHDKE
(genes estructurales de la nitrogenasa) y fixABCX (implicados en el transporte de electrones
hacia la nitrogenasa), mientras que FixK funciona como activador de la expresién del gen

fixN, y como un represor de su propia sintesis y de la de nifA (David et al. 1988).

A diferencia de R. meliloti, 1a regulacién de los genes nif y fix en B. japonicum no
se conoce todavia con exactitud. La proteina NifA estd presente en concentraciones basales
en condiciones aerébicas (Thony et al. 1987) y parece no estar regulada por FixLJ
(Anthamatten y Hennecke, 1991), por lo que se admite que la expresién de la nitrogenasa
y de otros operones o genes nif y fix estd directamente regulada por NifA (Fisher y
Hennecke, 1987; Thony et al. 1989). Ademds, en B. japonicum no se habia demostrado la
existencia de fixK. Recientemente, los trabajos de Anthamatten y Hennecke (1991) y
Anthamatten et al. (1992) han puesto de manifiesto que en B. japonicum existe un gen fixK
dependiente de FixLJ, y cuya proteina podria actuar como regulador de respuesta al
oxigeno de forma similar a Fnr de E. coli y NifA de B. japonicum (Fisher et al. 1988,
Hennecke, 1990; Green et al. 1991). Ademds, sugieren la existencia de un gen homélogo
en funcién a fixK, también dependiente de FixLJ y posiblemente implicado en la regulacién

de la fijacién de N, (Anthamatten et al. 1992).

Por otra parte, en la familia Rhizobiaceae, al igual que en K. pneumoniae, el
metabolismo del nitrégeno (no nitrato) estd regulado por el sistema n#r y genes homélogos
a ntrA, ntrB y ntrC de K. pneumoniae se han localizado en R. meliloti (Ausubel et al.
1985; Nixon et al. 1986; Ronson et al. 1987; Szeto et al. 1987), A. caulinodans
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(Pawlowski et al. 1987), B. (Parasponia) (Udvardi et al. 1992) y B. japonicum (Martin et
al. 1988; Kullik ef al. 1991). Existen, sin embargo, algunas diferencias ya que mientras en
K. pneumoniae la transcripcion de los genes nif y ginA y la utilizacién de algunos
aminodcidos como prolina, arginina e histidina est4n bajo control de ntrC, este gen no
interviene ni en la regulacién de los genes nif ni controla la utilizacién de amino4cidos en
los fijadores simbidticos (Gussin et al. 1986; Szeto et al. 1987; Pawloski et al. 1987;
Martin et al. 1988), aunque ntrC si controla la sintesis de la glutamina sintetasa II (Carlson
et al. 1987; Martin et al. 1988; Shatters et al. 1989).

Tanto nifA como ntrC necesitan para su actividad el producto del gen ntrA que es
el factor 6> necesario para la unién de la ARN polimerasa a los promotores respectivos

de los genes nifA y ntrC (Hirschman et al. 1985; Gussin et al. 1986).

7 El interés en estudiar en la familia Rhizobiaceae los genes que intervienen en el
control de la fijacién de N, y en la regulacién de la asimilacién de nitrégeno surge al
considerar que mutaciones en alguno de esos genes pueden resultar en la incapacidad de
los mutantes para utilizar nitrato como tnica fuente de N. Una cepa mutante ntrC” de R.
meliloti fue incapaz de fijar N, y, a su vez, no crecié en medios definidos con nitrato
(Szeto et al. 1987). Igualmente, una cepa de R. leguminosarum biovar phaseoli afectada
en la produccién de melanina, cuya expresién depende del gen ntrA fue también incapaz
de fijar N, y de crecer a expensas de nitrato (Hawkins et al. 1991). Otra mutante ntrC de
Bradyrhizobium sp. (Parasponia) no expresd actividad NR (Udvardi et al. 1992) y
mutantes fixL" y fixJ de B. japonicum no crecen microaerébicamente con nitrato
(Anthamatten y Hennecke, 1991). Sin embargo, un mutante fixK™ de B. japonicum fue
infectivo en plantas de soja y utilizd nitrato como aceptor final de electrones de la cadena

respiratoria cuando se cultivé microaerobicamente.

En este sentido, todas las cepas mutantes utilizadas en este estudio fueron infectivas
y efectivas en plantas de soja, por lo que puede considerarse gue la mutacién no afecté a
ninguno de los genes implicados en la regulacién de la fijacién de N,. Ademds, las

mutantes no crecieron microaerébicamente en medio definido LMB con nitrato como nica
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fuente de nitrégeno, por lo que habrfa que descartar, de acuerdo a los resultados de

Anthamatten et al. (1992), que la mutacién afectara al gen fixK.

Dicha incapacidad de crecer microaerébicamente con nitrato no puede atribuirse,
por otra parte, a deficiencias en la utilizacién de nitrito, amonio o glutamato, ni a
alteraciones en la cadena transportadora de electrones ya que, durante el proceso de

seleccién se eliminaron todos los transconjugantes que no cumplian tales requisitos (ver

apartado 1 de Resultados).

Las cepas mutantes seleccionadas en este trabajo resultaron ser deficientes en la
expresion de una de los dos enzimas nitrato reductasa presentes en las membranas de la
cepa parental PJ17 de B. japonicum (Fig. 5), lo que fue debido a mutaciones de naturaleza
puntual producidas por insercidn del transposén TnS en el cromosoma (Fig. 1). Esta
carencia de actividad nitrato reductasa puede residir en la mutacién del gen/es estructural/es
de la apoprotefna, en genes responsables de la utilizaciéon del molibdeno y sintesis del

cofactor de Mo, o en genes reguladores de la expresion de cualquiera de esos genes.

El cofactor de molibdeno se requiere para la actividad no sélo de la nitrato
reductasa sino de otros enzimas como la xantina deshidrogenasa (para una revision sobre
el tema ver Hinton y Dean, 1990; Rajagopalan y Johnson, 1992), por lo que la habilidad
para crecer con hipoxantina como tnica fuente de nitrégeno se utiliza frecuentemente como
diagnéstico para determinar si una mutacién afecta la sintesis del cofactor de molibdeno
o los genes estructurales o reguladores de la nitrato reductasa. Este hecho, sin embargo,
debe utilizarse con precaucién ya que, recientemente, se ha demostrado que la xantina
deshidrogenasa de Psedomonas aeuroginosa contiene la forma molibdopterina del cofactor
de molibdeno, mientras que la nitrato reductasa contiene, probablemente, la ‘forma
molibdopterina-guanina-dinucledtido del cofactor de molibdeno (Rajagopalan y Johnson,
1992). Ademds, mutantes de K. pneumoniae M5al deficientes en el cofactor de molibdeno

pueden usar hipoxantina como unica fuente de N (Garzon et al. 1992).
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En nuestro caso, las mutantes seleccionadas crecieron en LMB con hipoxantina
como unica fuente de N (ver apartado 1 de Resultados) y, ademds, las mutantes GRF3 y
GRF110, que se emplearon para purificar los enzimas nitrato reductasa de las membranas,
mostraron actividad del cofactor de molibdeno (ver apartado 10.4 de Resultados), por lo

que la mutacién no afect6, en ningidn caso, los genes responsables de la utilizacién del

molibdeno.

Las 28 mutantes obtenidas en este estudio fueron deficientes en la utilizacién
microaeroébica del nitrato, por lo que, manteniendo la terminologia empleada en el caso de
las Enterobacteriaceae, se podria establecer que todas mostraron un fenotipo Nar". De las
28 mutantes, seis (21%) fueron capaces de asimilar nitrato en condiciones aerébicas
(fenotipo Nas*). Puesto que estas 6 mutantes NarNas*, como se ha indicado anteriormente,
presentaron una sola insercion del transposén TnS, excepto la GRF4, y no parecen estar
afectadas en genes reguladores de la expresion de actividad nitrato reductasa en
microaerobiosis (gen fixK homélogo a fir) ni en aquellos relacionados con el metabolismo
del nitrégeno (genes nif y fix), se puede sugerir que la mutacién producida por TnS ocurrid,

probablemente, en los genes estructurales que codifican la apoproteina de la nitrato

reductasa.

Excepto en las cepas GRF1 a GRF6, las demds mutantes (78%) no asimilaron
nitrato en condiciones aerdbicas, por lo que se pueden clasificar como Nas'. Tales mutantes
de fenotipo pleiotropico NarNas™ se podrian deber a alteraciones en un gen de caricter
regulador implicado, simultdneamente, en la respiracion microaerébica del nitrato y en la
asimilacién del mismo en condiciones aerébicas. Alternativamente, las mutantes NarNas’
podrian ser portadoras de una mutacién de efectos polares, lo que serfa indicativo de que
los genes estructurales de los enzimas nitrato reductasa respiratorio y asimilatorio se
organizan en un mismo operén. También es posible que el producto del gen mutado
participe en la composicion o sea necesario para el funcionamiento de ambos enzimas. En
un reciente estudio (Delgado et al. 1992) se ha demostrado que el Mr de la nitrato
reductasa de las membranas de B. japonicum L-236 cultivado aerdbicamente con nitrato

fue similar (= 236 kDa) al de la nitrato reductasa del citosol de las mismas células
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cultivadas microaerébicamente con nitrato. No existen, sin embargo, referencias acerca de
las posibles diferencias o similitudes entre ambos enzimas, desconociendose si se trata del

mismo enzima, si son enzimas diferentes o distintas formas del mismo enzima.

No se ha encontrado ninguna relacién entre la localizacién del transposén TnS y la
capacidad de las mutantes para crecer o no aerébicamente con nitrato ni con la expresion
de una u otra nitrato reductasa. Asf, en las mutantes GRF3 y GRF4, que sélo presentaron
el enzima de 200 kDa (Fig. 5), el transpos6n TnS se localizd en un fragmento de 12.5 kb
(Fig. 1) y crecieron aerdbicamente con nitrato. Sin embargo, la mutante GRF104 que
presentd sélo el enzima de 160 kDa y la sefial de hibridacién con Tn5 en 12.5 kb, no fue
capaz de utilizar nitrato en condiciones aerébicas. Por el contrario, las mutantes GRF110
y GRF116 expresaron el enzima de 160 kDa, no crecieron aerébicamente con nitrato y

presentaron el inserto de TnS en un fragmento de 13.5 kb (Fig. 2).

Los dos enzimas nitrato reductasa presentes en las membranas de B. japonicum
PJ17, el de 160 kDa que se induce en respuesta a la microaerobiosis y el de 200 kDa, que
requiere para su sintesis condiciones microaerdbicas y la presencia de nitrato (Fig. 7), son
necesarios para la utilizacién microaerdbica del nitrato, ya que la ausencia de uno
cualquiera de ellos resulté en la incapacidad de las mutantes para crecer en tales
condiciones. De hecho, todas las mutantes seleccionadas, excepto la GRF6 en la que hubo
sobreexpresion de actividad, mostraron menor actividad nitrato reductasa en el citosol y en
las membranas que la cepa parental PJ17 (Tabla 1). Igualmente, la actividad del cofactor
de molibdeno en las membranas de las mutantes GRF3 y GRF110, como se ha descrito

previamente, fue menor que la de la cepa parental (ver apartado 10.4 de Resultados).

Basédndonos en el concepto propuesto por Maier y Brill (1978) de que cepas de la
familia Rhizobiaceae genéticamente alteradas podrian incrementar el flujo de electrones a
la nitrogenasa, y dado que nitrogenasa y nitrato reductasa pueden competir por los
electrones disponibles, diversos autores han examinado el efecto que la incapacidad para
utilizar nitrato podria ejercer sobre la fijacion de N,. Asi, Scott ef al. (1979) obtuvieron una

cepa mutante NR de B. japonicum que poseia un 100% mds de actividad nitrogenasa que
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la cepa parental USDA 110, y Williams y Phillips (1983) demostraron que la inoculacién
de esa cepa en plantas de soja incrementd el rendimiento de las mismas en la produccién
de semillas, en relacion con las plantas inoculadas con la cepa parental. Igualmente, de
Vasconcelos et al. (1980) aislaron mutantes deficientes en actividad nitrato reductasa de
B. japonicum y comprobaron que la actividad nitrogenasa de las mutantes fue igual o
superior a la de la cepa parental. Hay que indicar sin embargo, que en todos los casos, las
mutantes NR" fueron obtenidas mediante resistencia al clorato (Gibson y Pagan, 1977; Scott
et al. 1979; de Vasconcelos er al. 1980) o empleando nitrosoguanidina (Kiss et al. 1979),
que pueden producir mutaciones pleiotrGpicas, y en ningilin case mutaciones puntuales, que
son las que permitirian el correcto andlisis bioquimico y genético de las mutaciones
obtenidas. Por otra parte, aunque el clorato se ha utilizado frecuentemente para obtener
mutantes deficientes en actividad nitrato reductasa, las evidencias experimentales
actualmente disponibles indican que todas las mutantes NR" aisladas mediante resistencia
al clorato presentan deficiencias en la sintesis del cofactor del molibdeno, bien por
alteraciones en el transporte del molibdeno al intertor celular, o en su incorporacién a la
nitrato reductasa (ver revisién de Stewart, 1988). En la bibliografia consultada, sélo se ha
encontrado un trabajo relativo a la obtencién de mutantes NR' mediante insercién del
transposén Tn5. En ese trabajo (Howitt et al. 1988), las dos mutantes deficientes en
actividad nitrato reductasa asimilatoria analizadas presentaron valores de actividad

nitrogenasa inferiores a los de la parental.

Todas las mutantes, GREF3, GRF4, GRF102, GRF110 y GRF116, empleadas en este
trabajo para inocular plantas de soja mostraron valores de actividad nitrogenasa (medida
como reduccién de acetileno) similares a los de la cepa parental (Tabla 3).
Consecuentemente, el valor de eficiencia relativa (ER) de la nitrogenasa de cada una de
las mutantes fue inferior al de la cepa parental (Tabla 3). Hay que sefialar que la cepa PJ17
de B. japonicum carece de actividad hidrogenasa (Lepo et al. 1980), por lo que el
hidrégeno producido por la nitrogenasa no puede oxidarse. En tal situacion, el valor de
eficiencia relativa se considera como un pardmetro indicativo de cémo el total de electrones
disponibles por la nitrogenasa se distribuyen para reducir N, o H, los dos sustratos de la

nitrogenasa (Burns y Hardy, 1975). Teniendo en cuenta que en presencia de
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concentraciones saturantes de acetileno, como es la que se utilizé en los ensayos de
determinacién de la actividad nitrogenasa (apartado 8.2.2 de Material y Métodos), el total
de electrones disponibles por la nitrogenasa es proporcional al nivel de reduccién de
acetileno (Schubert y Evans, 1976). Por tanto, en todas las simbiosis establecidas hubo el
mismo flujo de electrones hacia la nitrogenasa, aunque aproximadamente el 60% de esos
electrones en el caso de las mutantes y s6lo el 30% en la cepa parental, se empleé para
reducir protones y no N, (Tabla 3). La distribucién de electrones hacia uno u otro sustrato
de la nitrogenasa estd condicionado por factores tales como la temperatura (Hwang y
Burris, 1972), la proporcién de los dos componentes de la nitrogenasa (Fe-proteina y
MokFe-proteina) (Hageman y Burris, 1980) y la relacién ATP/ADP (Hageman et al. 1980).
Es posible explicar esta alteracién en la distribucién de electrones si se admite que, en las
mutantes, el molibdeno que no se emplea para la sintesis de una u otra NR quedaria
disponible para la formacién de un mayor nimero de unidades de la MoFe-protefna
constituyente de la nitrogenasa, lo que, a su vez, modificaria la relacién Fe-proteina/MoFe-
proteina. Tal modificacién, que llevarfa aparejada un menor flujo de electrones a la MoFe-
proteina, se ha descrito que facilitarfa la reduccién de protones, disminuyendo,
simultdneamente, la de N, (Hageman y Burris, 1980). Si tal posibilidad fuera correcta,
parece poco probable que las mutaciones que ocurrieran en los genes responsables de la
utilizacién de nitrato resultaran en la obtencién de cepas con mayor capacidad de fijar

nitrégeno.

Hasta la fecha, en la mayoria de los microorganismos capaces de utilizar nitrato en
condiciones microaerdbicas se ha descrito la existencia de un Unico enzima nitrato
reductasa asociado a las membranas de los mismos: E. coli (McGregor et al. 1974), K.
aerogenes (van’t Riet y Planta, 1975), P. aeruginosa (Carlson et al. 1982), Rhodobacter
sphaeroides sp. denitrificans (Byrne y Nicholas, 1987), P. stutzeri (Bliimle y Zumft, 1991),
Bacillus halodenitrificans (Ketchum et al. 1991), Haloferax denitrificans (Hochstein y
Lang, 1991). Sin embargo, nuestros resultados indican que en las membranas de las células
de B. japonicum PJ17 tanto cultivadas como inducidas microaerébicamente con nitrato
presentaron dos enzimas nitrato reductasa de 200 kDa y 160 kDa cataliticamente activas

(Fig. 5). En Alcaligenes eutrophus H16 también se ha descrito la existencia de dos enzimas
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nitrato reductasa respiratorias (Warnecke et al. 1991; ver también Cuypers y Zumft, 1992).
Igualmente, en E. coli se ha demostrado la existencia de una segunda nitrato reductasa
(nitrato reductasa Z) cuya expresién no depende de fnr, no se induce por nitrato y no se

reprime por oxigeno (Iobbi et al. 1987; Blasco et al. 1990).

Algunos autores han indicado la posibilidad de que el enzima nitrato reductasa
respiratorio puede disociarse en dos o m4s formas activas durante el proceso de extraccién
de las membranas como consecuencia de una proteolisis parcial de la misma, lo que de
hecho ocurre en E. coli (DeMoss et al. 1981) y P. stutzeri (Bliimle y Zumft, 1991). Se
hizo, por tanto, necesario comprobar si, en nuestro caso, se trataba de dos enzimas
diferentes o de un tnico enzima que se disociaba en dos especies activas, comprobacién

que pasaba, obligatoriamente, por la purificacién y caracterizacién de los enzimas de 160
kDa y 200 kDa.

Cada enzima nitrato reductasa de las membranas se purificé por un procedimiento
que implicé tres pasos consecutivos: solubilizacién con Triton X-100, cromatografia en Q-
Sepharosa y cromatografia en Sephacryl S-200. El tratamiento con Triton X-100, similar
al descrito para la obtencién del enzima nitrato reductasa de E. coli (McGregor, 1975) y
al del aislamiento del enzima hidrogenasa de las membranas de E. coli (Ballantine y Boxer,
1985) fue el paso mds efectivo de la purificacién ya que se consiguié recuperar el 85% de
la actividad enzimdtica-y sélo el 22.5% del total de proteinas de las membranas (ver
apartado 7 de Resultados). Los procesos de cromatografia de intercambio iénico y de
exclusiéon molecular, aunque utilizando diversos grupos intercambiadores de iones el
primero (dietilamino-etil, DEAE; etilamino cuaternario, QAE; carboxymetil, CM;
sulfopropil, SP, etc.) y polimeros de diferente tamafio de poro el segundo (Bio-Gel,
Sephadex, Sephacryl, Sepharosa etc), se utilizan frecuentemente en la purificacién de
enzimas asociados a membranas con actividad nitrato reductasa (McGregor et al. 1974;

Byme y Nicholas, 1987; Hochstein y Lang, 1991; Bliimle y Zumft, 1991).

Cuando las membranas solubilizadas de la mutante GRF110 se sometieron a

cromatograffa de intercambio i6nico se observé un dnico pico de actividad (Fig. 8) que se
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mantuvo tras la cromatografia de exclusién molecular (Fig. 10). Mientras que la expresién
de actividad nitrato reductasa se mantuvo durante el proceso de purificacién (Fig. 12,), la
presencia de proteinas contaminantes en las membranas solubilizadas disminuyé
progresivamente durante los sucesivos pasos de cromatografia hasta la purificacién a
homogeneidad del enzima nitrato reductasa de 160 kDa (Fig. 12). Por el contrario, las
membranas solubilizadas de la mutante GRF3 presentaron dos picos de actividad después
de la cromatografia de intercambio idnico (Fig. 9) que correspondieron a dos proteinas con
actividad nitrato reductasa de 160 kDa y 120 kDa, respectivamente (Fig. 13). Dado que la
electroforesis en geles nativos de peliacrilamida de las membranas solubilizadas de la
mutante GRF3 reveld la existencia de un solo enzima (Fig. 13), hay que admitir que la
disociacion del enzima de 200 kDa en dos especies activas de 160 kDa y 120 kDa (Fig.
13) no ocurrié como consecuencia de una proteolisis parcial de la misma durante su
solubilizacién de las membranas, sino a la posterior rotura de los enlaces, evidentemente
ldbiles, entre las dos especies nitrato reductasa. No parece, sin embargo, que esta rotura
fuera debida al incremento de fuerza iénica durante el proceso de elucién con gradiente de
NaCl, ya que cuando el enzima de 200 kDa se sometié primero a cromatografia de
exclusion molecular en vez de intercambio idnico, se obtuvieron idénticos resultados (no
se presentan los mismos). Los dos picos de actividad nitrato reductasa, visibles después de
cmrnatograffa de intercambio idnico (Fig. 9) se correlacionaron con la presencia de dos
enzimas activos en geles nativos de poliacrilamida (Fig. 13) y se mantuvieron constantes
después de la cromatografia de exclusién molecular (Fig. 11) y su correspondiente
identificacién en geles de poliacrilamida (Fig. 13). Al igual que la mutante GRF110, las
proteinas contaminantes de las membranas de la mutante GRF3 (Fig. 13) se fueron
eliminando durante la cromatografia de intercambio i6nico y, posteriormente, de exclusion
molecular (Fig. 13), después de la cual, los enzimas de 160 kDa y 120 kDa fueron las
fnicas proteinas observadas en los geles de poliacrilamida. Hay que hacer constar que la
deteccién de proteinas en los geles de poliacrilamida se llevé a cabo mediante tincién con
nitrato de plata, técnica lo suficientemente sensible como para descartar la existencia de
protefnas contaminantes en nuestras preparaciones. Los resultados de un protocolo
representativo de la purificacién del enzima de 160 kDa de la mutante GRF110 y del

enzima de 200 kDa de la mutante GRF3 (Tablas 4 y 5, respectivamente) indican que
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después de la cromatografia de exclusién molecular, las actividades especificas de ambas
enzimas fueron 4.6 y 4.3 pmol NO,” /mg protefan x min), lo que represent6 la consecucién
de grados de purificacién parecidos (21.5 y 15.9, respectivamente) y rendiminetos de
alrededor del 25%. Estos valores, asi como el tamafio molecular de los enzimas son
similares a descritos en la bibliograffa para otros enzimas nitrato reductasa asociados a

membranas (Hochstein y Tomlinson, 1988; Stewart, 1988; Ketchum ef al., 1991; Bliimle
y Zumft, 1991; Hochstein y Lang, 1991).

Aunque hubiera sido deseable realizar la purificacién de los enzimas nitrato
reductasa utilizando la cepa parental B. japonicum PJ17 como material biolgico de partida,
la disociacién en dos formas activas del enzima de 200 kDa hizo pricticamente imposible
este proceso. Durante la realizacién de esos experimentos, nuestros resultados eran dificiles
de interpretar ya que la electroforesis en geles de poliacrilamida de las membranas
solubilizadas de la cepa parental, después de la cromatografia de intercambio iénico,
revelaba la presencia de dos enzimas de Mr 160 kDa y 120 kDa que no coincidia con los
esperados de 200 kDa y 160 kDa. La observacion, sin embargo, de una sobreexpresién de
actividad del enzima de 160 kDa, hizo sospechar la posibilidad de que, presumiblemente,
el enzima de 200 kDa pudiera disociarse, durante la cromatografia de intercambio idnico,
en especies de menor Mr. Cuando esta posibilidad se confirmé mediante el empleo de las
cepas mutantes se descartd la purificacion a partir de la cepa parental, ya que, en este caso
no se pueden obtener por separado el enzima de 160 kDa y la especie de 160 kDa en la
que se disocia el enzima de 200 kDa. Ambas especies nitrato reductasa migraron juntas en
geles de poliacrilamida y tampoco se pueden separar mediante cromatografia de

intercambio idnico o exclusién molecular (no se muestran los resultados).

Aunque la metodologia seguida hizo posible la purificacién a homogeneidad del
enzima de 160 kDa (Fig. 12) y de las dos especies del enzima de 200 kDa (Fig. 13), no
permitié, sin embargo, la obtencién por separado de las citadas especies de 160 kDa y 120
kDa del enzima de 200 kDa (Fig. 13). Para resolver este problema, la estrategia empleada
fue, como se indica en el apartado 8 de Resultados, la de separar ambas formas activas

mediante electroforesis preparativa en geles nativos de poliacrilamida, cortar de forma
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independiente, las dos zonas del gel en donde se localizaba la actividad enzimética y
extraer, posteriormente, los enzimas mediante electroelucién. Esta estrategia permitié la
obtencién por separado de las dos especies activas de 160 kDa y 120 kDa del enzima de
200 kDa (Fig. 14). Igualmente, a idéntico protocolo de electroelucién se sometié el enzima
de 160 kDa, de forma que, en sentido estricto, los tres enzimas estuvieron sometidos a

idénticos tratamientos. La presencia, expresién y pureza de cada enzima es patente en la
Fig. 14.

La electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida de muestras de cada
uno de los tres enzimas purificados permitié comprobar, por una parte, que cada una de
las especies de 160 kDa y 120 kDa del enzima de 200 kDa estaban formadas por el mismo
nimero (4) de subunidades (Fig. 15) y, por otra, que el enzima de 160 kDa estaba
compuesto por 3 subunidades (Fig. 15). Sorprendentemente, los tres enzimas presentaron
tres polipéptidos comunes (116 kDa, 68 kDa y 56 kDa) que fueron, a su vez, los
polipéptidos constituyentes del enzima de 160 kDa (Fig. 15). El cuarto polipéptido, de 59
kDa, fue especifico del enzima de 200 kDa y estuvo presente en las dos especies de dicho
* enzima (Fig. 15). Las nitrato reductasa respiratorias de los microorganismos de los que se
ha purificado, son proteinas heteroméricas formadas por dos o tres subunidades. La tercera
subunidad corresponde, invariablemente, a un citocromo del tipo b y su presencia depende
del método que se emplea para la solubilizacion de las membranas. Asi, en E. coli y
Bacillus halodenitrificans, la nitrato reductasa purificada estd compuesta por dos
subunidades cuando se emplea deoxicolato para extraer el enzima y por tres subunidades
si la solubilizacién se realiza con detergentes no idnicos del tipo Tritén X-100 (Stewart,
1988; Hochstein y Tomlinson, 1988). En este sentido, ninguna de las subunidades de la
nitrato reductasa de 160 kDa (heterotrimero) ni de las de 200 kDa (heterotetrdmero) pudo
asociarse con un citocromo de tipo b, como lo indicé el espectro de absorcion de los
mismos (apartado 10.5 de Resultados). La funcién de cada una de las subunidades de los

enzimas de 160 kDa y 200 kDa es, por el momento, deconocida.

Las diferencias entre el enzima de 160 kDa y las dos formas del enzima de 200

. kDa se mantuvieron después del tratamiento de los mismos con tripsina. Esta proteasa, que
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sélo cataliza la hidrélisis de los enlaces peptidicos en los que la funcién carbonilo la
aportan los restos de lisina o arginina de la secuencia aminoacidica, fragmenté el enzima
de 160 kDa en 5 péptidos (117 kDa, 78 kDa, 68 kDa, 57 kDa y 43 kDa) los cuales, a su
vez, estuvieron presentes en las dos formas del enzima de 200 kDa en donde, ademds, se
detectd un sexto péptido de 59 kDa que no se pudo localizar en el enzima de 160 kDa (Fig
17). Por otra parte, los enzimas de 160 kDa y 200 kDa presentaron distinta reacccién
cruzada con los anticuerpos anti-nitrato reductasa respiratoria de P. stutzeri (Fig. 19), punto
isoeléctrico (apartado 10.1 de Resultados) y afinidad por el sustrato (apartado 11.2 de
Resultados). Estos datos, junto con los resultados anteriores, esto es, la diferente
composicién en subunidades y mapa de péptidos, indican que los enzimas de 160 kDa y
200 kDa son diferentes y que la presencia de ambos en geles nativos de poliacrilamida no
se debe a una posible disociacién en dos especies cataliticamente activas de un udnico
enzima. La demostracién, ademds, de que cada enzima se sintetiza en respuesta a
condiciones fisioldgicas distintas (Fig. 7) y el hecho de que es posible obtener mutantes
deficientes en una u otra enzima (Fig. 5), permite establecer la existencia de dos
isoenzimas nitrato reductasa en las membranas de B. japonicum PJ17 cuando esas c€lulas

se cultivan o se inducen microaerébicamente con nitrato como tunica fuente de nitrégeno).

Si bien las dos especies del enzima de 200 kDa presentaron igual composicién en
subunidades (Fig. 15) e idéntico mapa peptidico (Fig. 17), se observaron algunas
diferencias durante su caracterizacién. En primer lugar, el tamafio molecular de los péptidos
que mantuvieron la actividad catalitica después del tratamiento con tripsina fue de 117 kDa
para la especie de 160 kDa y de 89 kDa para la especie de 120 kDa (Fig. 17). Este hecho,
sin embargo, podria ser de esperar ya que ambas especies nitrato reductasa migraron de
forma separada en geles nativos de poliacrilamida después de la cromatografia de exclusion
molecular (Fig. 13), por lo que después del tratamieto con tripsina, si los cortes de la
proteasa en las cadena polipeptidicas fueron equivalentes, deberia de mantenerse la
diferencia en el tamafio molecular, y, por tanto, la migracién en el gel nativo. En segundo
lugar, hay que indicar que ninguna de las subunidades de la especie de 160 kDa presentd
reaccién cruzada con los anticuerpos anti-nitrato reductasa de P. stutzeri (Fig. 19), mientras

que tales anticuerpos si reconocieron la subunidad de 59 kDa de la especie de 120 kDa
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(Fig. 19). Es posible, no obstante, que, en el primer caso, la ausencia de reconocimiento
se debiera a la escasa concentracién de la subunidad de 59 kDa, que no superd el 2% del
total de proteina (Fig. 16). En tercer lugar, el punto isoeléctrico de la especie de 160 kDa
fue de 6.61 y de 6.75 el de la especie de 120 kDa (Fig. 20), lo que parece sugerir que
ambas especies podrian, en realidad, ser dos isoenzimas. Hay que indicar, sin embargo, que
cuando ambas especies se mezclaron y se sometieron juntas a isoelectroenfoque, el
posterior revelado de los geles, bien por actividad bien por proteina, no detecté la
migracion por separado de ambos enzimas, sino que su localizacién en el gel fue conjunta.
Es posible, por tanto, que el diferente valor de punto isoeléctrico observado sea
consecuencia de la distinta concentracién relativa de las subunidades que constituyen cada
uno de los enzimas (Figs. 16A y 16B). Teniendo en cuenta estas consideraciones, es dificil
concluir si lo que hasta ahora se ha denominado especies de 160 kDa y 120 kDa del
enzima de 200 kDa son dos enzimas diferentes (isoenzimas) o de un tinico enzima capaz
.de disociarse en dos formas activas (isoformas). Se ha descrito que la nitrato reductasa
respiratoria de E. coli y la nitrato reductasa asimilatoria de Chlorella pueden presentarse
como formas multiméricas activas (dimeros o tetrdmeros) y que esa capacidad de
asociacion-disociaciéon depende de la concentracién del enzima purificado (Lund y de
Moss, 1976; Stewart, 1988; Solomomson y Barber, 1990; Hoff et al. 1992). Por otra parte,
es posible la obtencidn de especies nitrato reductasa de menor tamafio molecular que el del
holoenzima correspondiente, lo que se ha demostrado tanto en la nitrato reductasa
respiratoria de E. coli y P. stutzeri como en la asimilatoria de espinaca, debiéndose este
fenémeno, en todos los casos, a una degradacién proteolitica que lleva aparejada un
incremento en el nimero de péptidos (Lund y De Moss, 1976; Bliimle y Zumft, 1991;
Solomonson y Barber, 1990). Dado que en nuestros experimentos las especies nitrato
reductasa de 160 kDa y 120 kDa del enzima de 200 kDa presentaron tanto el mismo
" ndmero de subunidades (Fig. 15) como de péptidos (Fig. 17) se podria sugerir que ambas
especies son, aparentememte, dos isoformas del mismo enzima en los que la diferencia de
tamafio molecular podria atribuirse no a la disociacion completa de una determinada
subunidad, esto es, a la disociacién de todas las repeticiones de esa subunidad, sino a la
de algunas de esas repeticiones de la subunidad de que se trate. Concretamente, si se

considera que las subunidades de 68 kDa y de 56 kDa forman parte de ambas especies de
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160 kDa y 120 kDa en proporciones, aproximadamnete, equivalentes (Figs. 16B y 16C),
la isoforma de 120 kDa podria originarse como consecuencia de la pérdida de un nimero

(no determinado) de repeticiones de la subunidad de 117 kDa de la isoforma de 160 kDa
(Figs. 16B y 16C).

Todos los enzimas nitrato reductasa respiratorios se inhiben tipicamente por cianuro
y azida, que actian quelando el molibdeno que forma parte del centro activo de los
mismos. De hecho, la afinidad de esos enzimas por la azida es casi 1000 veces mayor que

por el nitrato (Hochstein y Tomlinson, 1988; Stewart, 1988).

Los dos isoenzimas de 160 kDa y 200 kDa se inhibieron fuertemente por cianuro
y azida (Tabla 6), lo que, junto con el hecho de su aislamiento de las membranas de B.
Japonicum, indica claramente que se trata de enzimas de tipo respiratorio. Ademds, tanto
la cepa parental como las mutantes GRF110 y GRF3 fueron capaces de llevar a cabo el
proceso de desnitrificacién (determinado como capacidad para producir éxido nitroso;
experimentos previos realizados en colaboracidon con P. Aparicio del Departamento de
Produccién Agraria, Universidad Pidblica de Navarra, Pamplona, y J. I. Plazaola, del
Departamento de Biologia Vegetal y Ecologfa, Universidad del Pais Vasco, Bilbao). Por
otra parte, ambos isoenzimas fueron incapaces de utilizar NADH, NADPH o ferredoxina

como donador de electrones.

El molibdeno fue, como se ha descrito para otros enzimas nitrato reductasa (Hinton
y Dean, 1990; Rajagopalan y Johnson, 1992) parte integrante de los enzimas de 160 kDa
y 200 kDa, como lo demuestran los ensayos de complementacion de la mutante nit-/ de

N. crassa (apartado 16.3 de Resultados).

Finalmente, indicar que, basdndose en el espectro de absocion visible-UV (Fig. 6),
los isoenzimas nitrato reductasa de las membranas de B. japonicum GRF110 y GRF3 no
contienen citocromos de tipo b en su molécula, lo que los diferencia del enzima de E. coli
(Stewart, 1988) y de B. halodenitrificans (Ketchum et al. 1991) y los asemeja a los

enzimas de R. sphaeroides f. sp. denitrificans (Byme y Nicholas, 1987), H. denitrificans

141



(Hochstein y Lang, 1991) y P. stutzeri (Bliimle y Zumft, 1991).
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~ CONCLUSIONES



1* Las membranas de las c€lulas de Bradyrhizobium japonicum PJ17 cultivadas o incubadas
microaerébicamente en nitrato expresan dos isoenzimas nitrato reductasa cuyos tamafios

moleculares relativos fueron de 160 kDa y 200 kDa.

22 El enzima de 160 kDa se expresa en respuesta a la microaerobiosis por si sola, mientras

que la expresion del enzima de 200 kDa requiere la presencia simultdnea de condiciones

microaerdbicas y nitrato.

32 Ambos enzimas, el de 160 kDa y el de 200 kDa, son necesarios para la utilizacién
microaerdbica del nitrato, ya que la ausencia de uno cualquiera de ellos resulta en la

incapacidad de B. japonicum PJ17 para crecer en tales condiciones.

4* El enzima de 160 kDa est4 compuesto por tres subunidades de tamafio molecular 116
kDa, 68 kDa y 56 kDa. El enzima de 200 kDa se disocia en dos posibles isoformas
activas de tamafio molecular 160 kDa y 120 kDa, cada una de las cuales estd formada

por 4 subunidades de tamafo molecular 116 kDa, 68 kDa, 59 kDa y 56 kDa.

5% Los dos isoenzimas nitrato reductasa son proteinas que contienen grupos [S-Fe] y

molibdeno; no habiéndose detectado la presencia de citocromos tipo b.

6* En simbiosis con plantas de soja (Glycine max), la eficiencia relativa de la nitrogenasa
de las mutantes GRF3 y GRF4, que no contienen el enzima de 160 kDa, y de las
mutantes GRF102, GRF110 y GRF116, que carecen del enzima de 200 kDa, fue menor
que la de la cepa parental PJ17. La disminucién de la eficiencia relativa es consecuencia

de la mayor produccién de hidrégeno por la nitrogenasa de las cepas mutantes.
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