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1. ASPECTOS GENERALES DE LA FIJACION DE NITROGENO

La mayoria de los elementos quimicos que intervienen en
la composicién de los seres vivos, tales como el carbono
(C), nitrégeno (N), oxigeno (0,) y azufre (S) estén
sometidos a procesos ciclicos por los cuales se renuevan
continuamente. De estos ciclos, el del N es el méds impor-
tante tanto desde un punto de vista ecoldégico como econémi-
co y biolégico. Esto se debe a la incidencia del N en la
contaminacién de suelos, agua y aire, a que es, con la
excepcién del agua, el nutriente limitante més comin en la
practica de la agricultura y a que forma parte de moléculas
esenciales para la vida como las proteinas y los édcidos

nucleicos.

En el ciclo del N en la biosfera, una de cuyas repre-
sentaciones se indica de forma esquemética en la Fig. 1,
el proceso de fijacién biolégica es fundamental, ya que en
su ausencia la desnitrificacién agotaria las reservas de
nitrégeno inorgénico del suelo. Por otra parte, a pesar de
su abundancia en la atmésfera (78%), la molécula de
dinitrégeno (N,) es quimicamente muy estable y asimilable
por las plantas y animales sélo en forma reducida, inorgé-

nica para las primeras y orgédnica para los segundos.

La fijacién biolégica de N,, esto es la reduccién de N,
a amonio (NH,*), es el proceso que inicia la utilizacién de
N, por microorganismos, plantas y animales, calculandose en
2 x 108 Tm la cantidad anual de N que este proceso es capaz
de producir (Postgate, 1987).




NITRATOS
NO3

PROTEINAS

ASIMICACION

Figura 1. Representacién esquemidtica del ciclo del N en la biosfera

Aunque los microorganismos fijadores de N, se han con-
siderado habitualmente como procariotas (Postgate, 1982),
actualmente se tiende a su divisién en dos reinos: proca-
riotas y arqueobacterias (también conocidas como meta-
bacterias) (Stackebrandt y Woese, 1984; Sprent, 1987). En
general, todos ellos se pueden clasificar en dos grandes
grupos: los fijadores en vida libre y los que establecen

simbiosos mutualistas fijadoras de N, con plantas.

La sospecha sobre la existencia de sistemas simbiéticos
fijadores de N,, en los que algunos microorganismos
realizan este proceso en asociacidén con las raices de las

plantas, se remonta a 1587 cuando Dalechamps menciona la




presencia de ndédulos en raices de Ornithopus. Aungue una
segunda referencia sobre el tema se debe a Davy a prin-
cipios del siglo XIX, fue en los afios 1886-1888 cuando
Hellriegel y Wilfarth demostraron claramente la ocurrencia
de este fenémeno. Simultédneamente, Beijerinck (1888),
siguiendo los postulados de Koch, confirmé que los nédulos

de diferentes leguminosas eran producidos por bacterias.

La fijacién simbidética de N, alcanza su culminacién en
eficiencia y magnitud en los nédulos de las raices de las
leguminosas. Segin Polhill y Raven (1981), la familia
Leguminosaceae (Fabaceae) incluye alrededor de 750 géneros
¥y 20000 especies que se clasifican en tres subfamilias:
Papilinoideae (Faboideae), Mimosoideae y Caesalpinoideae.
Entre el 80% y el 90% de las especies de la Papilionaceae
forman nédulos, mientras que sé6lo un 25% de la Mimosoideae
Yy un 3% de la Caesalpinoidea son capaces de establecer
simbiosis fijadoras de N,. En la mayoria de los casos la
nodulacién ocurre en 1la raiz, excepto en Sesbania,
Aeschynomene y Neptunia que pueden formar nédulos tanto en

la raiz como en el tallo (Dreyfus et al. 1984).

Las bacterias que forman simbiosis fijadoras de N, con
las plantas leguminosas pertenecen a la familia Rhizobia-
ceae. Estas bacterias son capaces de infectar las células
corticales de las raices de las leguminosas, dar lugar a
la formacidén de nédulos y transformarse en células especia-
lizadas llamadas bacteroides, que son las encargadas de
reducir el N, a NH,'. Hasta llegar a este punto se suceden
una serie de etapas en las gque, de una manera mas O menos
especifica, interaccionan microbio y planta induciendo
mutuamente la expresién fenotipica del carécter que
corresponde a cada momento. Este conjunto de etapas se

Puede resumir en las llamadas caracteristicas.o propiedades
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simbiéticas: especificidad, infectividad y efectividad. Una
incorrecta comunicacién bacteria-planta, en cualquier
etapa, puede llevar a la detencién y aborto del proceso
simbiético de fijacién de N,.

La especificidad de la asociacién bacteria-leguminosa
se utilizé para la clasificacidén en especies del género
inicial, Rhizobium, en funcién de la leguminosa a la que
era capaz de infectar, estableciéndose asi los llamados
grupos de inoculacién cruzada (Jordan y Allen, 1974).

La clasificacién actual, basada ademds del hospedador
en otras caracteristicas tales como homologia de ADN,
rerfil de proteinas, presencia de polisacéridos, fagotipo,
serotipo, utilizacién de azicares y aminodcidos (Jordan,
1984; Scholl y Elkan, 1984; Dreyfus et al. 1988; Chen et
al. 1988), establece 4 géneros:

- Rhizobium. Incluye tres especies de rdpido crecimiento:

1. R. meliloti, que forma simbiosis con Medicago,

Melilotus y Trigonella.

2. R. leguminosarum, que agrupa tres biovariedades:
biovar. viceae, nodula Pisum, Lens y Vicia
biovar. phaseoli, nodula Phaseolus
biovar. trifolii, nodula Trifolium

3. R. loti, nodula Lotus

- Bradyrhizobium, con la especie B. japonicum que incluye
las especies de lento crecimiento que nodulan Glycine

y Lupinus.




- Azorhizobium, con la especie A. caulinodans que forma

nédulos fijadores en raiz y tallo de Sesbania rostrata.

- Sinorhizobium, género propuesto para la antigua especie
R. fredii, que agrupa bacterias de rdpido crecimiento
capaces de nodular Glycine. Este nuevo género incluye las

especies S. fredii y S. xinjiangensis.

Las bacterias que no pueden incluirse claramente en
ninguno de los géneros definidos se denominan, en general,
Rhizobium sp. o Bradyrhizobium sp., seguido del nombre
latino de la especie de leguminosa, entre paréntesis, con
la que se asocian. Los términos rdpido y lento crecimiento
aluden a la velocidad (tiempo de generacién) con la que
estos microorganismos crecen en medios definidos de
laboratorio que contengan sales minerales, vitaminas y
extracto de levadura. De ahora en adelante usaremos el
término (Brady)rhizobium para referirnos, en conjunto, a

los dos géneros méAs conocidos de Rhizobium y Brady-
rhizobium.

Dentro de la familia Rhizobiaceae se incluye también el
género Agrobacterium que forma asociaciones no mutualistas
con plantas dicotiledéneas. A. tumefaciens y A. rubi forman
tumores en las raices y A. rhizogenes provoca la prolifera-

cién de raices adventicias y la enfermedad de las raices

secundarias.

Hasta el momento se ha descrito la existencia de un sélo
caso en que un Bradyrhizobium sp. (Vigna) es capaz de
infectar una planta tropical no leguminosa del género
Parasponia (Trinik, 1973).




Hasta 1975 era generalizada la creencia de que las
bacterias de los géneros (Brady)rhizobium sélo podian fijar
N, en estado simbiético, esto es, era necesaria la f{ntima
asociacién bacteria-planta para que el proceso tuviera
lugar. Este dogma se derrumbé cuando se demostré que la
cepa 32H1 de Bradyrhizobium sp. (Vigna) era capaz de fijar
N, ex-planta (Kurz y La Rue, 1975; McComb et al. 1975;
Pagan et al. 1975). Hoy dia se sabe que la habilidad de
fijar N, en ausencia de la planta hospedadora estd restrin-
gida a las especies de lento crecimiento y que este
fenémeno se puede poner de manifiesto cultivando especies
de Bradyrizobium en condiciones microaerofilicas y en

presencia de pequefias cantidades de nitrégeno combinado.

La capacidad de fijar N, se debe a la actividad de un
complejo enzimdtico llamado nitrogenasa, cuya estructura,
composicién y propiedades son similares en todas las
especies de las que se ha aislado. El complejo enzimético
de la nitrogenasa se compone de dos proteinas: molibdofe-
rroproteina (componente I o nitrogenasa) y ferroproteina
(componente II o nitrogenasa reductasa). Separados el uno
del otro, ningin componente es activo por si mismo. En
algunas especies de Azotobacter se ha demostrado 1la
existencia de wuna nitrogenasa alternativa 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
Unico_metal que forma parte del centro activo (Bishop et
al. 1988; Bishop, 1990). El1 flujo dg electrones a través

de la nitrogenasa se representa esquemdticamente en la Fig.
2.




I

Il NoeBH®
FLAVODOXINA 2MgATP 2H*

ol > Be” =
FERREDOXINA \ H,

2MgADP

2 Pi

2NH3

Figura 2. Representacién esquemitica del flujo de electrones a través
de la nitrogenasa.

La capacidad de un microorganismo para fijar N, se debe
a la presencia y expresién de los llamados genes nif. El
estudio de estos genes se ha realizado fundamentalmente en
Klebsiella pneumoniae que ha servido como modelo para el
estudio de los genes nif en el resto de diazotrofos. En K.
bneumoniae se han identificado entre 20 y 21 genes nif que
se agrupan en 7-8 operones adyacentes a un fragmento de
ADN de aproximadamente 23 Kilobases situado en el cromosoma
jJunto & los genes para la biosintesis de histidina
(Merrick, 1988; Arnold et al. 1988). En (Brady)rhizobium,
ademads de los genes nif, se han caracterizado otros genes
necesarios para la fijacién simbiética de N, que no
presentan homologia con los genes nif. Tal es el caso de
los genes integrados en el operén fix ABCX (Earl et al.
1987), de los que se especula puedan constituir una cadena
de transporte electrénico para la nitrogenasa (Earl et al.
1987; Gubler y Hennecke, 1986; Evans et al. 1988).




En la mayoria de las bacterias del género Rhizobiunm,
los genes nif y fix se localizan en pldsmidos de elevado
peso molecular, llamados pSym, junto a otros muchos genes
implicados en el proceso de infeccién y nodulacién del
correspondiente hospedador. No ocurre asi en Brady-

rhizobium, donde todos estos los genes tienen localizacién

cromosdémica.

En K. pneumoniae la regulacién de los genes nif se
realiza por un sistema central llamado ntr que esté
compuesto por los genes ntrA, ntrB y ntrC. En condiciones
de limitacién de amonio, NtrC y NtrA activan la trans-
cripcién del operén nifLA y, a su vez, NifA y NtrA activan
la transcripcién del resto de los genes nif. Cuando la
concentracidén intracelular de amonio es elevada, o en la
presencia de altos niveles de 0,, el producto del gen niflL
reprime la funcién activadora de NifA y cesa la fijacién
de N,.

En los bacteroides de (Brady)rhizobium la regulacién de
los genes nif no parece depender de los niveles celulares
de N, fijado, lo que es légico si se considera que la
sintesis de amonio estd4 desreprimida en los bacteroides.
En simbiosis, se ha demostrado que la activaciédn de nifA
se produce en respuesta a bajas concentraciones de 0, (*1%)
(Ditta et al. 1987; Virts et al. 1988) y se han iden-
tificado dos genes, fixL y fixJ a los que se les considera
responsables de la activacién del promotor del gen nifA de
R. meliloti (David et al. 1988). En B. Jjaponicum, nifA se
expresa aerdébicamente, si bién la proteina es inactiva en

presencia de altos niveles de O, (Thény et al. 1987).

Bergersen y Turner (1967) demostraron que la fijacidn

de N,, y por lo tanto la formacién de amonio, tenia lugar




en los bacteroides. El amonio es, a su vez, el componente
inicial a partir del cual se van a formar los compuestos
nitrogenados esenciales para el crecimiento, funcionamiento
y desarrollo de las plantas. Del amonio formado, mas del
95% se excreta al citosol, utilizandose el restante en los
bacteroides para formar compuestos nitrogenados no protei-
cos. En el citosol existen dos posibles rutas para la
asimilacién del amonio. La primera implica la aminacién de
un cetodcido catalizada por la enzima glutamato deshi-
drogenasa (GDH), que utiliza NAD(P)H y conduce a 1la
formacién de glutamato. En la segunda ruta intervienen dos
enzimas. La primera, la glutamina sintasa (GS), cataliza
la incorporacién del amonio en la posicién amida del
glutamato para formar glutamina y requiere ATP. La segunda
enzima, la glutamato sintasa (GOGAT), es la encargada de
transferir el grupo amino-amido de la glutamina a 1la
posicién alfa del Acido cetoglutdrico. Esta reaccién
utiliza NAD(P)H o ferredoxina reducida y lleva a 1la
formacién de dos moléculas de glutamato. La enzima
glutamato sintasa es también conocida con el nombre de

glutamina oxoglutarato aminotransferasa.

El empleo de 13N (Meeks et al. 1978) y !N (Oyhama y
Kumazawa, 1980), asi como la utilizacién de inhibidores,
fundamentalmente la metionina sulfoximida que inhibe a la
glutamina sintetasa, y la azaserina que inhibe a 1la
glutamato sintasa, indican que el sistema GS/GOGAT es la
via fundamental de asimilacién del amonio en nédulos, ¥y
que la glutamina es el primer producto orgdnico que se
forma en el proceso de asimilacidén. Una caracteristica de
esta ruta metabdélica es su naturaleza ciclica, en la cual
el glutamato actia como aceptor de amonio y como producto

final de su asimilacién (Miflin y Lea, 1980).




En términos energéticos, la ilnica diferencia entre el
sistema GS/GOGAT y la GDH es que el primero utiliza ATP,
lo que supone un gasto de energia. Se considera, =sin
embargo, que esta energia es necesaria para mantener el
amonio en niveles muy bajos. De hecho, la GDH tiene mucha
menor afinidad (Km entre 4 y 10 mM) por el amonio que la
GS (Km entre 0.02 y 0.05 mM) (Gallon y Chaplin, 1986).

A partir del glutamato, en el citosol del nédulo se van
a originar diversos compuestos orgdnicos nitrogenados. De
acuerdo con la composicién de estos compuestos, las
leguminosas se pueden clasificar en dos grandes grupos: a)
las que producen amidas: glutamina, asparragina y 4-metil-
N-glutamina y b) las productoras de ureidos: alantoina,
dcido alantoico y citrulina. Es interesante destacar que
las leguminosas propias de climas templados o frios
(alfalfa, guisante, trébol, haba, etc.) son productoras de
amidas, mientras que 1las de climas tropicales (soja,

cowpea, judia, etc.) producen ureidos.

Aunque los productos indicados anteriormente son las
formas nitrogenadas predominantes en el xilema de 1las
leguminosas correspondientes, otras proteinas y aminodcidos
no proteicos pueden estar presentes en la savia, aungque en
proporciones mucho menores (Herridge et al. 1978; Cooker
¥ Schubert, 1981; Pate y Atkins, 1983). Igualmente, bajos
niveles de alantoina y &cido alantoico se pueden encontrar
en plantas productoras de amidas, y algunas amidas suelen
estar presentes en el xilema de las leguminosas tropicales.
Las cantidades absolutas y las proporciones relativas de
estos productos pueden variar, ademéé) con las condiciones
ambientales y de desarrollo (Israel y McClure, 1980; Pate
et al. 1980; Patterson y LaRue, 1983). La razén por la que

unas leguminosas producen amidas y otras ureidos es todavia
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objeto de controversia, aunque se ha sugerido que tal
diferencia puede deberse a la eficiencia en la utilizacién
del agua ya que, la mayor solubilidad en agua de las amidas
respecto a los ureidos representa una ventaja en los climas
templados o en las 2zonas Aridas. De manera similar, se
puede entender que 1la produccién de ureidos quede

restringida a las zonas tropicales, donde el agua es més
abundante.

Por otra parte, los ureidos son formas méds eficientes
y econémicas para el transporte del N ya que si se calcula
el nimero de Atomos de C que intervienen en la formacién
de estos compuestos, se puede concluir una relacién de
4 C/4 N para los ureidos y 4 C/2 N para las amidas (concre-
tamente la asparragina). Igualmente, se ha calculado que
el nimero de moles de ATP que se requieren para la asimila-
cién de un mol de NH,* en la forma de ureido es de 8.5,
mientras que se necesitan 15.5 moles de ATP cuando el NH/'
se asimila en forma de asparragina (Dixon y Weeler, 1986).
En contra de esta aparente ventaja de la sintesis de
ureidos sobre la de amidas, estd el hecho de que cuando
estas moléculas se emplean en la sintesis de proteinas, los
grupos amino y amido, asi como, los esqueletos carbonados
de las amidas pueden ser incorporados directamente para la
formacién de protefnas, mientras que las moléculas de

ureidos han de ser degradadas previamente.

En cualquier caso, el coste metabélico para la sintesis
de amidas y ureidos a partir del amonio formado, parece
representar tan s6lo una pequefia parte del total del coste
energético necesario para el proceso global de la fijacién
de N, (Schubert, 1986).
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2. PRODUCCION DE HIDROGENO CATALIZADA POR LA NITROGENASA

En una atmésfera de nitrégeno, la nitrogenasa de todos
los organismos de los que se ha aislado reduce protones
(H*) a hidrégeno (H;) de forma simulténea a la reduccién de
N, a NH;. Bulen y LaCompte (1966) descubrieron este hecho
por primera vez en extractos de Agzotobacter y demostraron

que el proceso es dependiente de ATP.

La reduccién de H*' por la nitrogenasa es un hecho
inevitable ya que incluso bajo una presién de 50 atmésferas
de N;, la nitrogenasa ain produce H, (Simpson y Burris,
1984). El1 mecanismo més aceptado para explicar la pro-
duccién de H, concomitante a la fijacién de N, fue propues-
to incialmente por Chatt (1980) y revisado posteriormente
por Thorneley y Lowe (1982) y Eisbrenner y Evans (1983).
En el modelo citado, los dos componentes de la nitrogenasa
se asocian y se disocian cada vez que se transfiere un
electron de la Fe-proteina a la MoFe-proteina. La trans-
ferencia sucesiva de 3 electrones y 3 protones a la MoFe-
proteina generaria un trihidruro ligado a Mo, con pasos
intermedios de mono y dihidruro. El N, desplazaria dos
Atomos de hidrégeno del trihidruro, recibiendo posterior-
mente, en ciclos sucesivos, los 5 electrones restantes

necesarios para su conversién en NHj.
El modelo descrito predice la estequiometria de 1 mol

de H, producido por mol de N, fijado, lo que esta de

acuerdo con la ecuacién general propuesta para la fijacién
de N,:

N, + 8H* + 8e~ + 16ATP —> 2NH,; + H, + 16ADP + Pi
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Esta ecuacién implica que el 25% de la energia que se
emplea en la fijacién de N, se consume en generar H,, lo
que supone una importante fuente de ineficiencia de 1la

nitrogenasa.

La distribucién de electrones hacia N, o H* esta
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 nitrogena-
sa, afectan a la capacidad de reciclaje de la MoFe-pro-
teina, lo que influye directamente en la cesién de

electrones a los sustratos.

La produccién de H, por los nédulos se descubrié por
primera vez en soja (Hoch et al. 1957) y, posteriormente,
se observé en otras leguminosas (Bergersen, 1962). Hoy dia
se calcula, a nivel mundial, que la cantidad de H, que las
leguminosas noduladas aportan a la atmésfera es de un

millén de toneladas por afio (Conrad y Seiler, 1980).

Schubert y Evans (1976) disefiaron un método para estimar
la proporcién del flujo de electrones gue se utiliza para
reducir N,, basado en las siguientes observaciones: a) en
presencia de concentraciones saturantes de C,H, no hay
produccién de H, y, por lo tanto, el flujo de electrones a
través de la nitrogenasa viene dado por la velocidad de
reduccién de acetileno (C,H,) a etileno (C,H,); b) en
atmésfera de N, el flujo de electrones se reparte entre N,
y H* ¥y ¢) en atmésfera de Argon, el flujo de electrones es
proporcional al nivel de reduccién de C,H,. Estos conceptos
permitieron definir el pardmetro llamado eficiencia relati-

va (ER) como medida para estimar la capacidad energética
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relativa con la que se realiza la fijacién de N,:
H, (Producido en atmésfera de aire)
C,H; (Producido en atmésfera de acetileno)

Utilizando esta férmula, Schubert y Evans (1976)
determinaron la eficiencia relativa de 77 asociaciones de
(Brady)rhizobium-leguminosa, estableciendo que la ER media
de las distintas cepas utilizadas era de 0.56, lo que
equivalia a unas pérdidas medias del 44% de los electrones
disponibles para la nitrogenasa. Actualmente, se cosidera

que estas pérdidas oscilan entre el 0 y 60% (Evans et al.
1981).

3. OXIDACION DE HIDROGENO EN NODULOS DE LEGUMINOSAS

La existencia de nédulos con elevada eficiencia relativa
fue lo que hizo pensar en la presencia de un sistema
enzimdtico con actividad hidrogenasa (sistema Hup) capaz

de reciclar parcial o totalmente el H, producido por 1la

nitrogenasa.

La existencia de un sistema capaz de oxidar H, en
nédulos de leguminosas fue observada inicialmente por
Phelps y Wilson (1941) en guisante. Estas observaciones
fueron confirmadas por Dixon (1967) quien demostré que la
actividad de consumo de H, se localizaba en los bacteroides
(Dixon, 1968). Desde entonces, se ian analizado muchas
cepas de (Brady)rhizobium con el fin de determinar 1la
presencia o ausencia de hidrogenasa. Los resultados de

estos ensayos se han recopilado en distintas revisiones
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(Evans et al. 1981; Eisbrenner y Evans, 1983; Brewin, 1984;
Evans et al. 1985, 1987), y de ellos es de destacar la baja
frecuencia de cepas que poseen el sistema hidrogenasa.
Ninguna de las cepas de R. trifolii y R. meliloti
analizadas y sélo el 10% de las cepas de R. leguminosarum
expresan actividad hidrogenasa. Tampoco se ha detectado
actividad Hup en R. loti (Monza et al. 1989) ni en Rhizo-
bium sp. (Cicer) (Minguez y Ruiz Argiieso, 1980). En R.
phaseoli se ha descrito la existencia de cepas con alta
eficiencia relativa (Hungria y Neves, 1986). La presencia
de actividad hidrogenasa est4 mds extendida en las especies
de lento crecimiento, ya que el 25% de las cepas de B.
Japonicum y el 80% de las de Bradyrhizobium sp. (Vigna)
analizadas poseen un sistema de oxidacién de H,, que en la
mayoria de los casos es capaz de reciclar todo el H,
producido por la nitrogenasa. También se han descrito cepas
de Bradyrhobium sp. (Lupinus) con elevada actividad
hidrogenasa en nédulos de altramiz (Murillo et al. 1989)

Y en la cepa ORS571 de Azorhizobium caulinodans (Stam et
al. 1984).

4. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA DE OXIDACION DE HIDROGENO

4.1. Caracteristicas bioquimicas

Las hidrogenasas son enzimas que catalizan la ac-
tivacién reversible del hidrégeno molecular, segun la
reaccién:

H, —> 2H* + 2e-
2 o
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Estas enzimas pueden clasificarse en dos grupos: 1.
Hidrogenasas solubles en el citoplasma, de actividad
catalitica bidireccional y, en general, implicadas en 1la
liberacién de poder reductor durante procesos fermen-
tativos. 2. Hidrogenasas ligadas a membrana, con actividad

consumidora de H, e implicadas en la generacién de energia.

El sistema de oxidacién de H, de (Brady)rhizobium se ha
estudiado fundamentalmente en B. Jjaponicum, purificandose
a partir de bacteroides (Arp y Burris, 1979), de células
vegetativas cultivadas autotré6ficamente (Harker et al.
1984) y de mutantes con actividad hidrogenasa constitutiva .
(Stults et al. 1986). De los resultados de estos autores,
revisados por Evans et al. (1987) y O'Brian y Maier (1989),
se puede concluir que la hidrogenasa de B. japonicum consta
de dos subunidades de tamafios moleculares 63 y 33 Kd,
presentes en relacidén molar 1:1 y antigénicamente diferen-
tes. La enzima contiene Fe, Se y Ni, estd ligada a membrana
y es estable frente al oxigeno mientras se mantiene dicha
unién, e inestable al solubilizarla.

El mecanismo de accién propuesto para la enzima es de
tipo "ping-pong", con dos sitios activos diferentes para
la activacién reversible del H, y para la unién con el

aceptor de electrones (Arp y Burris, 1981).

La oxidacién de H, por la hidrogenasa de B. japonicum
requiere la intervencién de citocromos que puede compartir
con los de 1la oxidacién de los compuestos carbonados
(Emerich et al. 1980; Eisbrenner y Evans, 1982). Los
trabajos de O’Brian y Maier, (1982, 1983), revisados por
Maier (1986) y O'Brian y Maier (1989) pusieron de manifies-
to que los electrones procedentes de la oxidacién del H,
entran en la cadena transportadora a nivel de la ubi-

quinona, que los citocromos b y ¢ estaban implicados en el
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transporte y que los citocromos o y aa; funcionan como
oxidasas terminales. Por lo tanto, la oxidacién de H, puede
acoplarse a la sintesis de ATP por fosforilacién oxidativa.
Estos mismos autores (O’Brian y Maier, 1989), indicaron
también que el transporte de electrones esté ramificado en
sus oxidasas terminales. Una de estas ramificaciones, en
la que participa una citocromo c oxidasa (flavoproteina),
parece estar desacoplada de la sintesis de ATP, siendo su
funcién la de permitir un rédpido, aunque ineficiente,
consumo de 0,, que podria ser necesario para mantener las
condiciones de microaerobiosis esenciales para la
simbiosis. De hecho, el acoplamiento de la oxidacién de H,
a la sintesis de ATP no es general en todas las cepas Hup*

de (Brady)rhizobium (Nelson y Salminen, 1982).

Se ha indicado que el aceptor primario de electrones de
la hidrogenasa es un citocromo especifico (citocromo bgg,
Eisbrenner y Evans, 1982; Eisbrenner et al. 1982). Otros
autores, sin embargo, han presentado pruebas que indican
que este componente del sistema de oxidacién de H; no
existe ni en bacteroides ni en células cultivadas en vida
libre que expresan actividad hidrogenasa constitutiva, por
lo que seria la ubiquinona quien recibiria directamente los
electrones de la hidrogenasa (O’Brian y Maier, 1985a, b).
La discusién sobre la existencia o no de un transportador
directamente relacionado con 1la hidrogenasa continua
abierta (O’Brian y Maier, 1989).

Se dispone actualmente de una serie de mutantes al-
terados en la capacidad de oxidar hidrégeno (mutantes
Hup~) que son de gran utilidad para el andlisis de la bio-
quimica, regulacién y genética de la oxidacién de hidrégeno
en (Brady)rhizobium. La mayoria de estos mutantes se han

obtenido en B. Jjaponicum por mutagénesis quimica con etil
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metanosulfonato o por mutagénesis inducida por la insercién
del transposén Tn5, y se han clasificado en siete tipos
distintos en funcién de su fenotipo.

Los mutantes de la clase I oxidan H, s6lo en presencia
de aceptores artificiales de electrones, lo que parece
indicar que estan alterados en algin componente de 1la
cadena de transporte de electrones. Sin embargo, la
actividad hidrogenasa de estos mutantes se localiza en la
fase soluble de extractos celulares (Maier, 1986), por lo
que es mas probable que en realidad sean deficientes en la

incorporacién de la hidrogenasa a la membrana.

La mayoria de los mutantes de la clase II, carecen de
niveles detectables de las proteinas estructurales de la
hidrogenasa, aunque no hay evidencia de que esten afectados
directamente los genes estructurales de la enzima (O’Hara,
1984). Esto sugiere que estos mutantes estan afectados en
genes implicados en la regulacién de la sintesis de las

proteinas estructurales.

Los mutantes de la clase II1I, estdn afectados simul-
tdneamente en los mecanismos de regulacién de la actividad
hidrogenasa por oxigeno y sustratos carbonados, lo que
indica que ambos mecanismos comparten, al menos, un

elemento comin.

La existencia de mutantes de la clase IV, sugiere la
posibilidad de que la actividad hidrogenasa se incremente
por la presencia de algin lipido especifico asociado con
la hidrogenasa (Moshiri y Maier, 1983), ya que dicho lipido
puede ser sustituido por detergenteien las preparaciones
purificadas del enzima que conservan la actividad en-
zimdtica (Maier, 1986).
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Los mutantes Nif~ Hup~ de la clase V, indican que existe
algin punto de regulacién comin en la sintesis de tres
proteinas: la hidrogenasa y los dos componentes de la
nitrogenasa. Alternativamente, el mutante podria estar
afectado en algin componente que fuera comin a las dos

enzimas, como los agregados Fe-S (Maier, 1986).

El transporte de niquel, elemento constitutivo de la
hidrogenasa, perece estar afectado en los mutantes de la
clase VI. Stults et al. (1987) analizaron en detalle el
transporte de niquel en B. japonicum, y concluyeron que
dicho proceso depende de un transportador muy especifico,

no compartido por el Mg, y es independiente de ATP.

Los mutantes de fenotipo Hup® (clase VII), tienen
actividad hidrogenasa constitutiva. La existencia de este
tipo de mutaciones, que en algunos casos se han producido
de forma espontédnea (Grahan et al. 1984), sugiere 1la
existencia de un elemento genético que es clave para la
expresién de todos los genes implicados en la oxidacién de
hidrégeno, y sobre el que probablemente actien otros
factores reguladores. O’Hara (1984) demostré la existencia
de cinco polipéptidos en el mutante constitutivo que
estaban ausentes en la cepa parental. Estas proteinas
estarian implicadas en la regulacién de la hidrogenasa, o
serian correguladas con la misma, y no han sido aiin

caracterizadas con detalle.

4.2. Caracteristicas genéticas

En R. leguminosarum, los genes de oxidacién de hidrégeno

( hup) se localizan en plédsmidos (Brewin et al. 1980). En
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B. Jjaponicum, la mayoria de las cepas Hup~ contienen ADN
pPlasmidico mientras que no se han detectado pldsmidos en
las cepas Hup*, por lo que los genes hup son de naturaleza

cromosémica en estas cepas (Cantrell et al. 1982, 1983).

Los genes hup se aislaron por primera vez en B. japoni-
cum a partir de una genoteca de la cepa 122DES (Cantrell
et al. 1983). La capacidad de las cepas Hup* de inducir
actividad hidrogenasa en vida libre facilité la obtencién
de mutantes defectivos en la oxidacién de hidrégeno y el
aislamiento de los genes hup por complementacién de dichos
mutantes con genotecas genémicas. De esta forma, se aislé
el césmido recombinante pHUl (Cantrell et al. 1983) que
contenia una regién de ADN de 15 kb esencial para el
fenotipo Hup en simbiosis con soja (Haugland, 1984).
Posteriormente, se identificé otro césmido (pHU52), que
contenia un fragmento de 5.5 kb adicional y contiguo al
inserto de pHUl que era esencial para la actividad hidroge-
nasa en células vegetativas (Lambert et al. 1985). Los
genes estructurales de la hidrogenasa de B. Jjaponicum se
localizaron en un fragmento de 5.9 Kb que estaba presente
tanto en el césmido pHUl como en el pHU52 (Zuber et al.

1986) y fueron posteriormente secuenciados (Sayavedra et
al. 1988).

A diferencia de B. japonicum, las cepas Hup' de R.legu-
minosarum no expresan actividad hidrogenasa en vida libre,
por lo que la caracterizacién de mutantes Hup~ requiere la
inoculacién de las plantas hospedadoras adecuadas y la
confirmacién del fenotipo a nivel de bacteroide, en donde
si existe expresién de los genes hup. En todas las cepas
Hup* de R. leguminosarum examinadas, los genes hup se
localizan en el plasmido simbiético (Kagan y Brewin, 1985;

Leyva et al. 1987a). Aunque los primeros mutantes Hup~ de
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R. leguminosarum fueron obtenidos por Kagan y Brewin
(1985), el aislamiento, caracterizacién y organizacidn de
los genes hup de R. leguminosarum lo han realizado Ruiz-
Argiieso y colaboradores (Palacios et al. 1988; Leyva et al.
1987a, b, 1990). Estos autores demostraron que los genes
hup se extienden a lo largo de un fragmento de 15 Kb
insertado en el césmido pAL618, aislado a partir de una
genoteca de la cepa 128C53, y que tales genes se organizan
en, al menos, seis unidades de transcripcién, de las que
s6lo se conoce que la regién I contiene la informacién
genética necesaria para la sintesis de las dos subunidades
de la hidrogenasa (Leyva et al. 1990; Ruiz-Argieso et al.
1990).

5. REGULACION DE LA EXPRESION DE LA ACTIVIDAD HIDROGENASA

5.1. Regulacién en células cultivadas en vida libre

La actividad hidrogenasa no se expresa en condiciones
normales de cultivo de cepas de (Brady)rhizobium, expresién
que si es constitutiva en bacterias fijadoras libres de N,
como Azotobacter (Partridge et al. 1980). En B. japonicum,
sin embargo, es posible inducir la expresién de tal
actividad en células vegetativas cuando se incuban heteré-
trofamente en una atmésfera de bajo nivel de O, y en
condiciones limitantes de sustratos carbonados (Maier et
al, 1978, 1979).

En R. leguminosarum no se han descrito las condiciones
que permitan la desrepresién de los genes hup en vida

libre, lo que sugiere la existencia de diferencias impor-

21




tantes en la regulacién de los sistemas Hup de ambas

especies.

Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que los
sustratos carbonados reprimian la actividad hidrogenasa en
células vegetativas, se ha demostrado recientemente que esa
represién era debida tanto a la eliminacién del 0, del
medio de cultivo como a la acidificacién del mismo produci-
da por los compuestos resultantes del metabolismo de los
sustratos carbonados (Van Berkum, 1987; Van Berkum y Maier,
1988). Sin embargo, el hecho de que mutantes que expresan
actividad hidrogenasa de forma constitutiva también
expresan de forma constitutiva actividad ribulosa 1-5
bifosfato carboxilasa, indica que 1la regulacién de 1la
hidrogenasa y el metabolismo del carbono estédn relacionados
(Merberg y Maier, 1983).

Aunque en algunas bacterias oxidadoras de hidrégeno,
como Alcaligenes eutrophus, la presencia de H, es necesaria
rara la induccién de actividad hidrogenasa (Friedrich et
al. 1984), el hidrégeno no parece necesario para la
desrepresién de los genes hup de B. japonicum, aungque si
tiene un cierto efecto estimulador. Dado que las con-
diciones de desrepresién de la hidrogenasa inducen también
en algunas cepas de esta especie la expresién de actividad
nitrogenasa, y consecuentemente la produccién de hidrégeno,
fue necesario utilizar inhibidores de la nitrogenasa para
probar la independencia de la expresién del sistema Hup

respecto de la presencia de H, (Grahan et al. 1984).

Es posible que el sistema de oiidacién de H, de B.
Japonicum esté sujeto a regulacién por AMP ciclico (cAMP),
va que Lim y Shanmugan (1979) demostraron que la adiccién

de cAMP eliminaba la represién de la expresién hidrogenasa
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por malato, y que la induccién de actividad hidrogenasa
estaba asociada con un incremento de diez veces de cAMP en
los niveles intracelulares. Ademds, se ha comprobado que
la represién de la hidrogenasa por algunos catabolitos
estaba mediada por cAMP, asi como, la existencia de una

proteina de unién a este cAMP (Lim et al. 1980).

La actividad hidrogenasa de cultivos de B. Jjaponicum
incubados en condiciones de desrepresién de dicha enzima
es dependiente de la presencia de pequefias cantidades de
niquel en el medio (Stults et al. 1986). Estos autores
demostraron, ademas, que la cantidad de enzima sintetizado
dependia también del mismo factor. Posteriormente, Maier
et al. (1988) observaron que la presencia de los transcri-
tos de mRNA correspondientes & los polipéptidos de 1la
hidrogenasa se incrementaba en funcién de la presencia de
niquel, indicando que la sintesis de ambas subunidades de
la hidrogenasa estia regulada por este elemento a nivel

transcripcional.

Por otro lado, Moshiri y Maier (1988) indicaron 1la
extrema sensibilidad de la subunidad de menor tamaho de la
hidrogenasa de B. japonicum a la degradacién por proteasas,
por lo que sugirieron que uno de los posibles papeles del
niquel en relacién con la actividad hidrogenasa podria ser
la estabilizacién del conjunto de las dos subunidades de
la enzima. De esta forma, la subunidad de menor tamaiio
quedaria protegida de 1la degradacién proteolitica e
induciria la integracién de la enzima en la membrana
mediante el péptido senial presente en dicha subunidad

pPequena.

La actividad hidrogenasa de B. Jjaponicum se inhibe

especificamente por los inhibidores de DNA girasa, novobio-
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cina, coumermicina y 4cido nalidixico (Novak y Maier,
1987). Puesto que la actividad hidrogenasa de un mutante
Hup® constitutivo, insensible a la represién por 0,,
presenta una menor sensibilidad a los inhibidores de
girasa, se refuerza la hipétesis que establece una relacién
entre la regulacidén por oxigeno y la actividad de la girasa
(Maier et al. 1988),

5.2. Regulacidén en bacteroides

Las condiciones que existen en los nédulos de las
leguminosas, que incluyen microaerobiosis y aporte con-
trolado de fuentes carbonadas de la planta, inducen la
expresién de la actividad hidrogenasa en los bacteroides.
Esta expresién estd regulada por una serie de factores
entre los cuales se incluyen: edad de la planta (Bethlen-
falvay y Phillips, 1979), nivel de iluminacién (Bethlen-
falvay y Phillips, 1979; Sheikholeslam et al. 1980) ¥y
concentracién de Na' en la solucién nutritiva (Kapulnik y
Phillips, 1986).

Hay que destacar que la expresidén de la capacidad de
oxidar hidrégeno por 1los bacteroides estid fuertemente
influenciada por la especie de la leguminosa hospedadora.
Dixon (1972) demostré que una misma cepa de R. leguminosa-
rum expresaba actividades hidrogenasas alta, baja y nula
en simbiosis con P. sativum, V. bengalensis y V. faba,
respectivamente. Posteriormente, Lépez et al. (1983)
demostraron la ausencia de actividad hidrogenasa en nédulos
de Lens culinaris inoculada con la cepa 128C563 de R.
leguminosarum, cepa que si expresa actividad hidrogenasa

en nédulos de guisante. Este "efecto hospedador" se observé

24




también cuando se utilizaron diferentes variedades de la
misma especie de leguminosa, ya que las variedades de P.
sativum Alaska, JI1008 y Feltham First inoculadas con la
cepa 128C53 produjeron diferencias considerables en 1la

expresién de la actividad hidrogenasa de los bacteroides
(Bedmar et al. 1983).

Aunque las causas del "efecto hospedador” no han sido
definitivamente aclaradas, Bedmar y Phillips (1984)
demostraron, mediante injertos raiz-parte aérea, la
existencia de un compuesto de naturaleza desconocida y
translocable a la raiz capaz de promover la actividad
hidrogenasa de los nédulos. Segin dichos autores, este
factor se sintetiza en la parte aérea de las variedades
que inducen actividad hidrogenasa en sus nédulos, y es
capaz de producir incrementos de actividad Hup en nédulos
formados por cepas que no expresan normalmente actividad
hidrogenasa en esa variedad. Estos hechos sugieren que la
actividad hidrogenasa en bacteroides pudiera estar con-
trolada por la cantidad y tipo de fotosintato suministrado
por la planta hospedadora a los nédulos, parametros que muy

probablemente varian de unas especies o variedades a otras.

6. BENEFICIOS POTENCIALES DEL SISTEMA DE OXIDACION DE
HIDROGENO EN (BRADY)RHIZOBIUM

Dixon (1972) propuso que la presencia y expresién de
actividad hidrogenasa en bacteroides podia cumplir las
siguientes funciones: a) proteger a la nitrogenasa de la
inactivacién por 0O,, b) impedir la competicién entre H, ¥y
N, por la nitrogenasa y c) recuperar parte del ATP perdido

durante la produccién de H,, mediante el acoplamiento de la
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sintesis de ATP a la oxidacién del H,.

De las evidencias experimentales actualmente disponi-
bles, examinadas en diversas asociaciones ( Brady)rhizobium-
leguminosa, se puede concluir que la hidrogenasa protege
a la nitrogenasa de la inactivacién por el oxigeno en los
bacteroides de B. japonicum (Emerich et al. 1979; Ruiz-
Arglieso et al. 1978), elimina el H, producido en los
nédulos de R. leguminosarum (Dixon et al. 1981; Dixon y
Blunden, 1983) y acopla la oxidacidén de H, con la sintesis
de ATP en los bacteroides de B. japonicum (Dixon, 1972;
Emerich et al. 1979) y de R. leguminosarum, aunque en esta
ultima especie tal acoplamiento no se produce en todas las
cepas Hup' (Nelson y Salminen, 1982). La posibilidad de que
la hidrogenasa pudiera proporcionar electrones a la
nitrogenasa no se ha demostrado en B. Jjaponicum (Emerich
et al. 1980), pero si se ha puesto de manifiesto en los
bacteroides de R. leguminosarum en codiciones limitantes
de sustrato (Salminen y Nelson, 1984). Ademds, se ha
descrito que los nédulos formades por cepas Hup' de B.
Japonicum consumen menos carbohidratos que los nddulos
formados por las cepas Hup~ puesto que pueden utilizar el
H, como fuente de energia (Drevon et al. 1982; Rainbird et
al. 1983).

Los posibles beneficios que pudieran derivarse de 1la
inoculacién de leguminosas con cepas Hup' de (Brady)rhi-
zobium ha sido objeto de numerosos estudios. Schubert et
al. (1978) emplearon cepas Hup' y Hup- de B. japonicum para
demostrar que el uso de cepas Hup' incrementaba el peso
seco y el nitrégeno fijado por las plantas de soja en un
24% y un 35%, respectivamente, en relacién a las inoculadas
con cepas Hup~. Resultados similares se obtuvieron por

Albrecht et al. (1979) cuando inocularon soja con grupos
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de cepas Hup' y Hup~, consiguiendose, en condiciones de
invernadero, un 16X y un 10% de aumento en el rendimiento
y el contenido en N, respectivamente, y por Hanus et al.
(1981), en condiciones de campo, donde el empleo de cepas
Hup* y mutantes Hup- obtenidas mediante resistencia a
antibiéticos (Maier et al. 1978) demostré un incremento en
el contenido de proteinas de las semillas de un 8.9% en

favor de las cepas Hup*.

En otro caso, la utilizacidén como inoculantes de cepas
de B. Jjaponicum Hup' y Hup~ obtenidas mediante mutagénesis
con Acido nitroso demostré que aquellas que expresaban
actividad hidrogenasa incrementaron el peso seco y el
contenido total de N en un 17% y un 36%, respectivamente
(Lepo et al. 1981). Sin embargo, a estos autores se les ha
criticado que las razas utilizadas por ellos no eran
isogénicas, esto es, podian diferir para més de un
cardcter, ademés de la presencia o ausencia de los genes
hup. Posteriormente, utilizando cepas Hup'/- presumible-
mente isogénicas de B. japonicum, y en condiciones tales
que permitieran a las plantas llegar al estado de madurez,
la inoculacién con la cepa Hup' resultdé en un incremento de
los contenidos en N del 8.6% para las semillas, 27% para
las hojas y 11% a nivel de planta entera (Evans et al.
1984). Estos mismos autores sugieren que los experimentos
gque deben realizarse para evaluar los posibles beneficios
que pudieran derivarse de la presencia de actividad
hidrogenasa, deben incluir a) cepas isogénicas, excepto
para los genes hup, b) que los determinantes genéticos de
la oxidacién de H, presentes en las cepas a comparar sean
estables y que la actividad hidrogenasa que se exprese sea
suficiente como para oxidar todo el H, producido por la
nitrogenasa, ¢) que las cepas Hup' que se empleen acoplen

la oxidacién de H, a la sintesis de ATP, d) suficiente

27




nimero de repeticiones que permitan un tratamiento es-
tadistico adecuado y e) plantas que puedan crecer hasta la
madurez. S6lo de esta forma, es posible que puedan ponerse
de manifiesto las ventajas que supone la oxidacién del
H,, al expresarse tal actividad durante la fase logaritm-

ica de acumulacién de N, fijado (Evans et al. 1985)

Paralelamente a los trabajos de Evans y colaboradores,
los experimentos llevados a cabo por otros autores, en
cuanto a los beneficios que supone la presencia de ac-
tividad hidrogenasa, confirman los resultados obtenidos por
ellos como es el caso de plantas de "mugbean" inoculadas
con Bradyrhizobium sp. (Vigna) (Pahwa y Dogra, 1981) o los
contradicen (Gibson et al. 1981; Drevon et al. 1987). De
particular interés es el caso de R. leguminosarum donde,
en ningain caso, se ha podido demostrar que las cepas que
poseen el sistema Hup posean algin tipo de ventaja sobre
las cepas Hup~ (Nelson y Child, 1981; Bedmar y Phillips,
1984; Truelsen y Wyndaele, 1984; Sorensen y Wyndaele,
1986).

La capacidad de oxidar H, por (Brady)rhizobium es
también de importancia ecolégica cuando se encuentra en el
suelo en forma vegetativa, independientemente del estado
simbiético. Aunque se considera que las especies de
(Brady)rhizobium son heterétrofas, Hanus et al. (1979)
demostraron que B. japonicum es capaz de crecer quimiolito-
tréficamente, utilizando H, y CO, como fuente de energia y
carbono, respectivamente. Esta capacidad puede conferir a
las células con fenotipo Hup* la ventaja de crecer en
ambientes anaerobios utilizando el H, producido por las
bacterias fermentadoras o por otros microorganismos
fijadores de N, pero carentes de actividad hidrogenasa. En

tales condiciones, B. japonicum reduce el CO, mediante la
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enzima ribulosa 1-5-bifosfato carboxilasa, pero necesita
nitrato o amonio como fuente de nitrégeno ya que no se

expresa la actividad nitrogenasa (Lepo et al. 1980; Purohit
et al. 1982).

Puesto que la presencia de actividad hidrogenasa es una
caracteristica que puede aumentar el rendimiento de las
cosechas de leguminosas, seria deseable que esta propiedad
se expresara en otras especies de (Brady)rhizobium que
carecen de ella y que son también de gran interés en la
practica agricola, tales como R. phaseoli, R. meliloti, R.
trifolii, etc. En este sentido, la transferencia de 1los
genes hup de R, leguminosarum, localizados en el plasmido
pIJ1008, a cepas Hup~ de la misma especie incrementé la
fijacién de N, entre un 30% y un 120% (Dejong et al. 1982).

Puesto que el plasmido pIJ1008 contiene ademés de los
genes hup los determinantes de otras caracteristicas sim-
biéticas (pldsmido pSym), no se puede concluir que la
mejora de la fijacién de N, se deba exclusivamente a la
actividad Hup. De hecho, la obtencién de cepas isogénicas
Hup*/- de la cepa 128C53 de R. leguminosarum mediante
mutagénesis con el transposén Tnb (Kagan y Brewin, 1985)
ha permitido demostrar que la inoculacién de esas mutantes
en tres variedades de guisante y una de veza produjeron
valores de reduccién de acetileno y peso sSeco que son
consistentes con la interpretacién de que la oxidacién de
H, producido por la hidrogenasa no estaba asociada con un
incremento de la fijacién de N, en las distintas simbiosis
establecidas (Cunningan et al. 1985). Se ha de considerar,
sin embargo, que en la cepa 128C53 fé oxidacidén del H, se
haya muy débilmente acoplada a la sintesis de ATP (Nelson
¥ Salminen, 1982), y que el fondo genético es muy

importante en la expresién de los posibles beneficios del

29




sistema Hup (Skot et al. 1986).

La expresién heterdloga de los genes hup se ha podido
estudiar merced a la transferencia de estos genes desde R.
leguminosarum a otras especies de (Brady)rhizobium Hup-, y
mas cocretamente a R. meliloti (Bedmar et al. 1984; Behki
et al. 1985). En ambos casos, se ha podido demostrar la
presencia de actividad hidrogenasa en nédulos y bacteroides
de R. meliloti, y que, por tanto, los genes hup se man-
tienen de forma estable en la poblacién bacteriana. Sin
embargo, la presencia de actividad no resulté en un

incremento de la biomasa o del contenido en nitrégeno.

En B. japonicum, la transferencia de,los determinantes
hup ha sido posible mediante el empleo dél césmido pHUbS2.
La adquisicién de este césmido por cuatro cepas Hup -~ de B.
Japonicum, tres de R. meliloti y una de R. leguminosarum
confirié a estos microorganismos, creciendo en vida libre,
la capacidad de oxidar H, y crecer autotréficamente
utilizando H, como tnica fuente de energia, asi como la
expresién de actividad hidrogenasa en el estado simbiético
(Lambert et al. 1985). Puesto que al igual que en R.
leguminosarum, la presencia de secuencias repetidas de ADN
implicado en las caracteristicas simbiéticas podria
traducirse en un aumento de 1la fijacién de N,, se ha
aislado en B. japonicum un césmido que contiene los genes
nif y hup (Hom et al. 1985). Sin embargo, no ha sido
posible el empleoc de estas cepas en estudios a nivel
fisiolégico y de tipo aplicado ya que los césmidos produci-
dos son muy poco estables en las cepas receptoras hasta

ahora utilizadas.

Recientemente, la transferencia del césmido pAL618 de

R. leguminosarum a otras cepas Hup~- de R. phaseoli, R.
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meliloti y R. leguminosarum resulté en la expresién de
actividad hidrogenasa en los bacteroides aislados de
nédulos de 1las plantas hospedadoras, aunque no se han
pPresentado datos relativos a pardmetros de cosecha (Ruigz-
Argiieso et al. 1990).

7. UTILIZACION DEL NITROGENO INORGANICO POR LAS LEGUMINOSAS

Las leguminosas son las unicas plantas superiores que
pueden utilizar para su nutricién tanto el nitrégeno
atmésferico, dada su capacidad da establecer simbiosis
fijadoras de N, con las bacterias de los géneros (Brady)-
rhizobium, como el nitrégeno inorgédnico presente en la

solucién del suelo.

El nitrato es la forma predominante de nitrégeno inor-
gadnico capaz de ser asimilado por las plantas cultivadas
que crecen en condiciones normales de campo. En suelos
agricolamente fértiles, 1la cantidad de nitrato puede
alcanzar la cocentracioén de 20 mM (280 ppm; Russell,
1973). Aunque los fertilizantes amoniacales son también muy
usados, el amonio es oxidado a nitrato por los microor-
ganismos del suelo. Ademds, la acumulacién de amonio en el
interior de la planta es perjudicial para la4 misma, ya que
estos compuestos desacoplan los sistemas transportadores
de electrones, promueven la oxidacién de los nucleédétidos
de piridina e inhiben ciertos enzimas. La toxicidad debida
al amonio se elimina, normalmente, mediante 8u incor-
poracidén a las cadenas hidrocarbonadas, procedentes de la
fotosintesis, para originar proteinas. En contraste, el
nitrato es relativamente inocuo, sSu asimilacién esté

regulada por la oxidacién de carbohidratos asociada con la
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produccién de Acidos orgédnicos y puede acumularse hasta
elevadas concentraciones sin detrimento para la planta
(Beevers y Hageman, 1980).

El nitrégeno y el carbono constituyen, aproximadamente,
el 2% y el 40% del peso seco del material vegetal. Baséndo-
nos 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° toneladas de nitrégeno han de incorporarse al material
vegetal. Puesto que la fijacién biolégica supone 2 x 108
Tm, se puede concluir que gran cantidad del N presente en

las plantas procede de la asimilacién del amonio o del ni-
trato.

La reduccién de nitrato a amonio ocurre en dos etapas.
La primera de ellas la cataliza la enzima nitrato reductasa
(NR), que transforma el nitrato (NO;) en nitrito (NO7,); la
segunda fase, la reduccién de nitrito a amonio (NH';) se
lleva a cabo por la nitrito reductasa (NiR). A diferencia
de la nitrogenasa que sélo se encuentra en organismos pro-
cariéticos, la NR se localiza, ademds, en las raices,

tallos y hojas de la mayoria de las plantas, incluyendo las
leguminosas.

Aunque la capacidad de las leguminosas para formar
simbiosis efectivas con bacterias de los géneros (Brady)-
rhizobium reducen sus requerimientos por el nitrégeno del
suelo, el maximo desarrollo y rendimiento de estos 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 et al. 1982) que estas plantas

pueden beneficiarse del efecto complementario de los
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procesos de fijacién de N, ¥y reduccién de nitrato. Cuando
ambas fuentes estan disponibles, la contribucién de 1la
fijacién de N, a la nutricién nitrogenada de la planta
varia dependiendo de las condiciones del 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 nitrégeno fijado varia entre el 25%
en suelos muy fértiles y el 80% en suelos Aridos (La Rue
y Patterson, 1981). En alfalfa, del 40 al 70% del total del
nitrégeno utilizado por la planta puede provenir de 1la
simbiosis (Heichel et al. 1981) y hasta un 87% en Vicia
faba (Richard y Soper, 1978).

8. INHIBICION DE LA FIJACION DE NITROGENO POR NITRATO

El incremento en la disponibilidad de nitrato puede
resultar en una disminucién de la fijacién de nitrégeno.
Aunque las razones por las que ocurre este efecto no se
conocen todavia con exactitud, es posible que en términos
generales, sea debido a que la fijacién de N, requiere més
energia que la asimilacién de nitrato (Sprent y Raven,
1985; Streeter, 1988). Hay varias hipdétesis que tratan de

explicar el efecto negativo del nitrato sobre la fijacién
de N,.

8.1. Inhibicién del proceso de infeccién

El nitrato afecta a una extensa serie de procesos
implicados en la infeccién de la leguminosa por su (Brady)-~

rhizobium especifico. Por un lado, disminuye la deformacién
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de los pelos radicales, la adhesién de la bacteria a los
mismos y el numero de canales de infeccidén, y por otro,

incrementa el nimero de infecciones abortivas (Streeter,
1988).

El mecanismo molecular responsable de estos efectos no
se conoce con claridad. En un principio se considerdé que
el nitrito provocaba la destruccién del dcido indolacético
que se requeria para el proceso de infeccién asi como que
era el responsable de disminuir los procesos de recono-
cimiento e infeccién mediados por las lectinas implicadas
en favorecer la unién de (Brady)rhizobium a la superficie
de la raiz (Streeter, 1988).

El nitrato también inhibe el crecimiento y desarrollo
de los nédulos, inhibicién que se acompafia de cambios en

la estructura de los mismos (Streeter, 1986)

8.2. Disminucién en el suministro de fotosintato a los
nédulos

Los nédulos de las leguminosas requieren fotosintato
para mantener la fijacién de N,. La asimilacién de nitrato
en hojas, tallos y raices es dependiente de los sustratos
hidrocarbonados necesarios para la incorporacién del amonio
formado, por lo que la reduccién de nitrato en esos érganos
disminuiria el aporte de fotosintato a los nédulos in-
hibiendose asi la nitrogenasa (Small y Leonard, 1969;
Oghoghorie y Pate, 1971). De hecho, la adicidén de agzicares
al medio de la raiz disminuyé el efecto inhibitorio del
nitrato sobre 1la nitrogenasa (Wong, 1980; Carroll vy

Gresshof, 1983) y el tratamiento con nitrato disminuyé la
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concentracién de carbohidratos de los nédules (Wasfi y
Prioul, 1986).

Sin embargo, la inmersién de hojas de guisante en
soluciones de nitrégeno combinado no afecté la actividad
nitrogenasa de los nédulos (Chen y Phillips, 1977). Por
otro lado, el tratamiento con nitrato de la mitad de 1la
raiz inhibié la actividad nitrogenasa sélo en la zona
tratada (Hinson, 1975) y ademds, la disminucién en el
contenido de carbohidratos fue posterior a la inhibicién

de la actividad nitrogenasa (Minchin et al. 1986).

Dentro de esta teoria se pueden encuadrar las recientes
observaciones de Drevon et al. (1988) que indican que la
inhibicién de la nitrogenasa por nitrato se debe a 1la
competicién por poder reductor entre la nitrato reductasa
¥y la respiracién a nivel de los bacteroides o las mitocon-
drias. De hecho, la adicién de malato a la solucién
nutritiva de las plantas tratadas con nitrato suprimié el
efecto negativo del mismo sobre la actividad nitrogenasa
(Heckman et al. 1989).

8.3. Inhibicién debida al nitrito

Esta hipétesis implica una actuacidén méas directa y con-
sidera al nitrito como responsable de la inhibicién de la
actividad nitrogenasa. El1l nitrato per se no afecta 1la
actividad nitrogenasa, pero el nitrito inhibe tal actividad
en suspensiones de bacteroides de B. Jjaponicum (Rigaud et
al. 1973; Pagan et al. 1977; Trinchant y Rigaud, 1980) y
en preparaciones de nitrogenasa purificada (Kennedy et al.

1975). Igualmente, se ha indicado que los productos de

35




desnitrificacién del nitrato o nitrito pueden inhibir 1la

nitrogenasa (O’Hara y Daniel, 1985).

El mecanismo de inhibicién por nitrito se puede explicar
por la capacidad de este compuesto para unirse al com-
ponente FeMo de la nitrogenasa inhibiendo competitivamente
a la misma (Trinchant y Rigaud, 1980) o, alternativamente,
disminuyendo la capacidad respiratoria de los bacteroides
(Trinchant y Rigaud, 1981).

También se ha sugerido que otro efecto inhibidor del ni-
trito podria deberse a la inactivacién de la leghemoglobi-
na, lo que se produciria al unirse el nitrito, de forma
reversible, a la leghemoglobina (LHb?') y oxidarla hasta su

forma férrica (LHb3*) inactiva (Rigaud y Puppo, 1977).

Cabe preguntarse, si la reduccién de nitrato y 1la
consecuente produccién de nitrito en los nédulos es
cuantitativamente suficiente para inhibir la nitrogenasa.
Para resolver esta cuestidén se han utilizado mutantes de
(Brady)rhizobium deficientes en actividad nitrato reductasa
(NR"). Si el efecto inhibidor del nitrato se debe al nitri-
to, la actividad nitrogenasa de los nédulos producidos por

mutantes NR™ no deberia ser afectada por el nitrato.

Gibson y Pagan, (1977) utilizaron mutantes NR-, selec-
cionados mediante resistencia al clorato, de R. trifolli
y Bradyrhizobium sp. para demostrar que la actividad
nitrogenasa se inhibia tanto en cepas mutantes NR~ como en
las cepas parentales. Resultados similares se obtuvieron
utilizando cepas resistentes al clorato de B. Jjaponicum
61A76 (Stephens y Neyra, 1983; Streeter, 1986).
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Estos hechos, Jjunto con la demostracién de que el
nitrato inhibe la actividad nitrogenasa de bacteroides que
no expresan actividad NR constitutiva (Streeter, 1985a)
restan credibilidad a la hipétesis de la inhibicién de la

nitrogenasa por el nitrito en condiciones fisiolégicas.

Puesto que una serie de mutantes NR~- de R. meliloti
también carecian de actividad nitrogenasa, se sugirié que
nitrogenasa y NR podian compartir algin elemento comin,
concretamente el cofactor de Mo (Kondorosi et al. 1973).
Estudios posteriores (Kennedy et al. 1975; Kiss et al.
1979) demostraron que ambas enzimas no poseian ningin

determinante genético comin.

Desde el punta de vista aplicado, es interesante
resaltar que las cepas NR™ suelen presentar valores de
nodulacién y fijacién de N, comparables o superiores a las
cepas parentales, y en algunos casos la inoculacidén de las
leguminosas especificas con cepas NR~ incrementé el peso
seco y el contenido en N respecto a las inoculadas con las
cepas silvestres (Williams y Phillips, 1983; Hom et al.
1985). Sin embargo, aunque se ha pretendido utilizar 1la
actividad NR como parametro para evaluar la actividad
nitrogenasa, no se ha encontrado relacién entre ambas

actividades (Antoun et al. 1980; Manhart y Wong, 1979).

8.4. Transporte

Diversos autores han sugerido que el papel que desemperfia
el nitrato en la inhibicién de la nitrogenasa se realiza
a través de un efecto indirecto, al incrementarse la des-

carga de aminodcidos, amidas o ureidos, procedentes de la
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reduccién del nitrato, en el xilema (Pate et al, 1979;
Cookson et al. 1980; Streeter, 1982; Zengbé et al. 1984).
Sin embargo, no estéd claro cémo este efecto puede influir
en la actividad nitrogenasa de los nédulos. De hecho, se
ha demostrado que la acumulacién de productos nitrogenados
no coincide con la inhibicién de la actividad nitrogenasa,
sino que es posterior, tratandose de un efecto de 1la
inhibicién de la nitrogenasa méds que una causa (Streeter,
1985a; Schuller et al, 1986). Por otro lado, la acumulacién
de ureidos se produce en toda la planta y no exclusivamente
en los nédulos (Yoneyama et al. 1985). Ademds, mientras que
en soja la disminucién de actividad nitrogenasa se acompaiié
de una acumulacién de aminodcidos y ureidos, no se observé
este efecto en judia (Streeter, 1986).

8.5. Resistencia a 1la difusién del oxigeno

Finalmente, otra hipétesis indica que la presencia de
nitrato aumenta la resistencia a la difusién del oxigeno
en los nédulos, disminuyendo por tanto la disponibilidad
de oxigeno en los bacteroides y la produccién de ATP
necesaria para la fijacién de N, (Carroll et al. 1985;
Minchin et al. 1986).

Recientemente, cuando el empleo de sistemas de flujo
continuo ha permitido medir la actividad nodular instan-
tdnea en atmésferas de C,H,:aire o de Ar:0,, se ha des-
cubierto que el C,H, y el Ar inhiben concomitantemente la
actividad nitrogenasa (produccién de C,H, o de H;) y la
repiracién nodular (produccién de CO,) en unos pocos
minutos (Witty et al. 1986; Hunt et al. 1987). La

inhibicién de 1la nitrogenasa por el Caly...Q el Ar se
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atribuyé a una disminucién en la concentracién de 0, que
alcanza la regién infectada por los bacteroides, lo que
llevé a postular la existencia en los nédulos de una
barrera a la difusién de 02 (Witty et al. 1986; Hunt et al.
1987). De hecho, la utilizacién de microelectrodos ha
permitido observar wuna disminucién dréastica de la
concentracién de O, en el cértex interno nodular, lo que
confirma la existencia de una barrera fisica de difusién
al O,, que posiblemente estaria situada en el cértex
interno préximo a la endodermis. Tales estudios también
revelaron cambios aparentes en la distribucién de espacios
aéreos intercelulares en los nédulos tras la variacién de
la presién parcial de O, externa, y que dichos cambios
podian interpretarse en términos de una adaptacién de la
barrera a concentraciones fluctuantes de 0, (Witty et al.
1987). Se ha indicado que el estimulo que desencadena el
cierre de la barrera parece ser el cese en la produccién
de amonio (Hunt et al. 1987).

La utilizacién conjunta de los datos anteriores y de los
de ultraestructura nodular ha permitido la construccién de
modelos matemdticos de las vias de difusién de O, (y de
otros gases) entre la atmésfera exterior y los espacios
intercelulares adyacentes a las células infectadas (Sheehy
et al. 1985; Hunt et al. 1988; Layzell et al. 1988). Estos
modelos sefialan que las observaciones experimentales pueden
explicarse mejor asumiendo que la barrera de difusién
consiste en una(s) capa(s) de células cuyos espacios
intercelulares estan parcialmente rellenos de agua, de
modo que los cambios en la resistencia de 1la barrera
podrian deberse a variaciones en la longitud de tales
"tapones" de agua (Sheehy et al. 1985; Layzell et al.
1988). Mientras que para Minchin y colaboradores (James et
al. 1990) el control de la difusién de O, se debe a la
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presencia de glucoproteinas en los espacios intercelulares,
Layzell y colaboradores (Hunt et al. 1990) consideran que
la barrera de difusién se regula por un mecanismo osmético

que implica a la sacarosa como soluto.

La capacidad de la barrera a la difusién para poder
ajustarse a cambios externos juega un papel importante en
la proteccién de la nitrogenasa cuando los nédulos estan
sometidos a estrés. Asi, los resultados descritos inicial-
mente sobre el incremento de las resistencias al 0, en
nédulos bajo deficit hidrico (Sprent, 1976) se han
confirmado recientemente midiendo fijacién de N, con
sistemas abiertos de flujo continuo (Durand et al. 1987).
La limitacidén del O, disponible para las células infectadas
estd4 implicada en la inhibicién de la actividad nodular
tras el tratamiento de las plantas no sélo con nitrato sino
también con la defoliacién o la exposicién de las plantas
a oscuridad continua ( Witty et al. 1986; Minchin et al.
1986; Carroll et al. 1987). Lo mismo parece ocurrir en
otros tipos de estrés, como la inundacién y tratamiento con
bajas temperaturas (Minchin et al. 1988). El1 que las
primeras etapas de la inhibicién de la fijacién del N, por
el nitrato esten mediadas por una menor disponibilidad de
0, de los bacteroides se apoya por estudios que muestran
que los bacteroides aislados de nédulos tratados con
nitrato retienen intacta la actividad nitrogenasa
(Houwaard, 1980), y que la resistencia a la difusién de O,
aumenta antes de que el nitrato haya alcanz&do los
bacteroides (Minchin et al. 1989).

Por otro lado, la defoliacién, la oscuridad prolongada
y las bajas temperaturas reducen el aporte de fotosin-
tetizados a los nédulos, y , en consecuencia, el incremento

de la resistencia al 0, debe considerarse como un mecanismo
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para establecer el equilibrio entre suministro de azicares
y disponibilidad para la subsiguiente oxidacién (Minchin
et al. 1988).

9. ASIMILACION DE NITRATO POR LOS NODULOS DE LAS LEGUMINO-
SAS

En general, la utilizacién de nitrato por las plantas
tiene tres componentes: absorcién, reduccién y asimilacién.
En condiciones naturales, el nitrato se absorbe por la
raiz, probablemente mediante la accién de un transportador
especifico (Ullrich, 1987). Dentro de la raiz, el nitrato
puede reducirse o acumularse dentro de las vacuolas de las
células del cértex. El1 nitrato que no se reduce se
£ransporta por el xilema hasta la parte aérea, tallo y

hojas, donde también se puede reducir.

La relacidén entre el nitrato que se absorbe y se reduce
en la raiz, varia segin la especie vegetal, la edad de la
misma y la cocentracién de nitrato en la solucién externa
(Pate y Atkins, 1983). En la raiz, la reduccién de nitrato
depende de la formacién de poder reductor que se origina
durante la oxidacién de los productos carbonados producidos
durante la fotosintesis, mientra que en los tejidos verdes
se acopla directamente a las reacciones fotosintéticas de
la fase luminosa que proporciona poder reductor (Beevers
y Hageman, 1980, 1983).

De las evidencias experimentales%actualmente disponi-
bles, se puede concluir que, en las leguminosas de origen
templado (Pisum, Vicia, Lupinus, Trifolium, etc.) el

nitrato se reduce en la raiz de forma mayoritaria y que al

41




P —

aumentar su concentracién en el medio externo, se incremen-
ta la reduccién del mismo en la parte aérea. Por otra
parte, en las leguminosas de origen tropical (Glycine,
Vigna, Phaseolus, Cajanus, etc.) la mayor parte del nitrato
absorbido se reduce en el tallo y en las hojas y 1la
relacién entre el nitrato que se reduce en la parte aérea
Y en la raiz permanece constante al aumentar la concentra-
cién externa del idén (Andrews, 1986). Una explicacién
posible a este fenémeno puede ser que la reduccién de
nitrato en el tallo de plantas sometidas a ambientes de
elevada intensidad luminosa puede suponer una ventaja,
mientras que, la reduccién de nitrato en el tallo de
plantas sometidas a bajas temperaturas supone un incon-
veniente. Una evidencia de este hecho se obtuvo al estudiar
la asimilacién de nitrato en la raiz y tallo de 2 varieda-
des de Vicia faba, una sensible al frio y otra tolerante.
Se observé que la reduccién de nitrato en el tallo era
mayor en la variedad sensible que en la tolerante al frio.
Cuando se incrementé la concentracién de nitrato, de manera
que se forzara el transporte de nitrato al tallo, se
produjo clorosis en la variedad tolerante al frio (Andrews
et al. 1984; Sutherland et al. 1985).

En las leguminosas, parte del nitrato puede reducirse,
ademds, en los nédulos. Aunque el empleo de !5NO;” permitié
comprobar que el !N se incorporaba a los compuestos
aminados formados en los nédulos (Randall et al. 1978;
Ohyama y Kumazawa 1979), la contribucién del nitrato que
se asimila en ellos al total del contenido en N reducido
de las plantas es muy pequefio, ya que oscila entre el
1.5% v el 3% para nédulos de alfalfa (Vance y Heichel,
1981). Sim embargo, la asimilacién de NO,” puede ser impor-
tante en plantas de soja durante la uUltima etapa del

periodo reproductivo (Randall et al. 1978), cuando la NR
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foliar ha decaido (Thibodeau y Jaworski, 1975).

La asimilacién del nitrato en nédulos, esto es, la
transformacién del nitrato a amonio, puede ocurrir por los
siguientes mecanismos: a) mediante la actividad de la NR
¥y NiR del citosol; b) reduccién de nitrato a nitrito por
la NR de los bacteroides; el nitrito seria entonces
exportado al citosol y reducido a amonio por 1la NiR
citosélica. Esta posibilidad puede deducirse considerando
el caso de bacteroides gue expresan escasa actividad NiR
vy por el hecho de que el nitrito se acumula en el citosol
Yy en los bacteroides (Vairinhos et al. 1986; Becana et al.
1985a, b); c) reduccién de nitrato a amonio por las enzimas
del bacteroide, ya que Vairinhos et al. (1986) han
demostrado que B. Jjaponicum en vida libre puede reducir
nitrato a amonio y a nitrégeno molecular (N;) y d)
reduccién de nitrato a amonio en dos etapas sucesivas,
siendo la primera la transformacién de nitrato en N,0/N,,
y la segunda, la reduccién del N,0/N, a amonio por 1la
nitrogenasa (O’Hara y Daniel, 1985). De hecho, se ha
observado que tanto el N, como el N,0 producidos durante el
proceso de desnitrificacidén pueden ser reciclados en los
bacteroides por la nitrogenasa (Bhandari y Nicholas, 1984;
O’Hara y Daniel, 1985).

A la enzima NR se la considera como uno de los mejores
ejemplos de enzimas inducibles por su sustrato (Beevers y
Hageman, 1980; Campbell, 1988). Sin embargo, Pate y Atkins
(1981), Hunter (1983) y Giannakis et al. (1988) observaron
que la enzima NR de los bactercides de B. Jjaponicum no se
inducia cuando las plantas noduladas se cultivaban en
presencia de nitrato. Un estudio sobre la distribucién de
nitrato y actividad NR en los nédulos de soja, haba y

cowpea ha revelado que el nitrato no tiene acceso a 1la
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regién de los bacteroides, quedando su localizacién
restringida a los tejidos corticales (Sprent et al. 1987;
1988). Recientemente, Becana et al. (1989) han comprobado
que la reduccién de nitrato por las enzimas del citosol y
de los bacteroides depende de la concentracién de nitrato

y del tiempo del tratamiento de las plantas.

10. ASIMILACION DEL NITRATO EN EL CITOSOL Y EN LOS
BACTEROIDES

Los nédulos de las raices de las leguminosas pueden
separarse en dos fracciones: la bacteroidal, de naturaleza
microbiana, y la citosélica, de origen vegetal. La presen-
cia de un sistema activo de reduccién de nitrato en nédulos
se demostré por primera vez en plantas de soja (Evans,
1954). Desde entonces se ha podido comprobar que las
leguminosas de los géneros Phaseolus, Pisum y Lotus
expresan actividad NR sélo en la fraccién soluble de los
nédulos. Otros géneros, tales como Glycine, Medicago y
Vigna muestran actividad NR tanto en el citosol como en los
bacteroides (Becana y Sprent, 1987; Monza et al. 1989;
Becana y Bedmar, 1990).

Diversos autores han presentado estimaciones de 1la
contribucién que el citosol y los bacteroides aportan a la
capacidad total de los nédulos para reducir nitrato. Estas
estimaciones varian considerablemente debido a: 1) las
diferencias que existen en actividad NR entre especies y
cepas de (Brady)rhizobium, 2) las dudas sobre si la medida
de la NR in vivo o in vitro se realiza en condiciones épti-
mas de ensayo y 3) porque en el caso de que los ensayos de

la NR in vivo o in vitro sean é6ptimos, se desconoce si son
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buen reflejo de la actividad NR in situ. De hecho, el
ensayo in vitro para determinar la actividad NR se realiza
normalmente en condiciones no limitantes de sustrato vy
poder reductor. Sin embargo, existen evidencias que indican
que la concentracién de nitrato limita la actividad NR in

situ del nédulo (Streeter, 1986, Sprent et al. 1987).

A pesar de estas dificultades, de acuerdo con los datos
existentes en la bibliografia (Hunter, 1983; Stephens y
Neyra, 1983; Becana et al. 1985b) se puede considerar que,
en nédulos de soja y alfalfa, los bacteroides contribuyen
mayoritariamente (>90%) a la actividad NR total de los
nédulos (Becana y Sprent, 1987).

10.1. Nitrato reductasa y nitrito reductasa del citosol.

La NR del citosol, como las de raiz, tallo y hojas, es
de tipo asimilatorio y utiliza NADH como donador de
electrones (Streeter, 1982). Queda, sin embargo, por
establecer con claridad si existe mas de una isoenzima, ya
que en hojas de soja se ha demostrado la axistencia de NR
dependiente de NADH y NADPH (Campbell y Smarrelli, 1976).

Mientras que la NR de la raiz y hojas responde lineal-
mente al tratamiento de las plantas con NO;”, la NR del
citosol de los ndédulos no es tan sensible al nitrato
(Bedmar et al. 1990).

La fraccién soluble de los nédulosffambién contiene NiR.
Esta enzima se ha purificado y caracterizado a partir del
citosol de nédulos de soja (Hunter, 1984). Su peso molecu-

lar, estimado por filtracién, fue de 55 Kd y el pH éptimo
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fue de 7.1. La actividad de esta enzima se puede deter-
minar utilizando donadores no fisiolégicos de electrones
Yy su Km para el nitrito fue de 0.5 mM.

Mientras que algunes autores han descrito que la
actividad NiR aumenta con la concentracién de nitrato y es
varias veces mayor que la actividad NR (Stephens y Neyra,
1983; Becana et al. 1985b), otros no han observado tales

aumentos (Giannakis et al. 1988; Bedmar et al. 1990).

10.2. Nitrato reductasa y nitrito reductasa de 1los
bacteroides

Manhart y Wong (1979), en un amplio estudio, demostraron
que la mayoria de las especies de (Brady)rhizobium eran
capaces de crecer en medios definidos con nitrato como
inica fuente de nitrégeno. Sin embargo, la existencia de
actividad NR constitutiva se ha puesto de manifiesto sélo
en bacteroides de B. japonicum, R. meliloti y Bradyr-
hizobium sp. (Vigna). Tal actividad no se ha detectado en
bacteroides de R.leguminosarum, R. trifoli, R. phaseoli y

R. loti (Becana y Sprent, 1987; Becana y Bedmar, 1990;
Bedmar et al. 1990).

In vivo, los bacteroides aislados pueden utilizar
succinato para generar los equivalentes de reduccién
necesarios para mantener la actividad de la enzima (Manhart
Yy Wong, 1979), pero en los ensayos in vitro es necesaria
la utilizacién de derivados del violdégeno, reducidos con

ditionito, para mantener esta actividad (Kennedy et al.
1975).
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Aungue los primeros estudios relativos a la carac-
terizacién de la NR en bacteroides de (Brady)rhizobium y
en sus formas en vida libre, se deben a Cheniae y Evans,
(1960) y Lowe y Evans, (1964), Kennedy et al. (1976) fueron
quienes demostraron la existencia de actividad NR tanto en
la fraccién soluble como en la particulada de los bac-
teroides de B. japonicum. Estos mismos autores indicaron
que la NR soluble de 1los bacteroides poseia un peso
molecular, estimado por filtracién en Sephadex G-150, de
70 Kd.

Esta enzima fue incapaz de utilizar NADPH, NADH o FAD
como donadores de electrones y el ditionito inhibié su
actividad, inactivacién que pudo prevenirse con metil
violégeno (Kennedy et al. 1975).

Igualmente, Kennedy et al. (1975) comprobaron que 1la
enzima del citosol de células de B. Jjaponicum cultivadas
aerébicamente con glutamato tenia un peso molecular
idéntico a la de los bacteroides. La similitud entre la NR
soluble de células en vida libre y bacteroides en cuanto
a peso molecular, donadores de electrones y sensibilidad
al ditionito les hizo sugerir que se trataba de la misma
proteina. Kennedy et al. (1975) también compararon las NRs
soluble y particulada de los bacteroides, observando que
ambas NRs diferian en sus constantes cinéticas pero que
presentaban la misma sensibilidad al ditionito y que en
ambos casos el metil violégeno prevenia la inactivacidn de
las mismas. Estos hechos les llevé a concluir que las NR
soluble y particulada de bacteroides de B. japonicum era

la misma enzima.

Posteriormente, Daniel y Gray (1976) estimaron el peso

molecular de la NR del citosol de bacteroides de B.
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Japonicum en 69 Kd, lo que coincide con las observaciones
previas de Kennedy et al. (1975). Igualmente, la NR soluble
de células de B, Jjaponicum cultivadas anaerébicamente

tuvo el mismo peso molecular que la de los bacteroides. Sin
embargo, a partir de células cultivadas aerébicamente
Daniel y Gray (1976) identificaron, sorprendentemente, una
NR soluble con un peso molecular de 180 Kd, superior al
indicado por Kennedy et al. (1975). Para Daniel y Gray,
(1976) las diferencias en peso molecular, sensibilidad al
oxigeno e inhibicién por cianuro, entre las NRs solubles
de cultivos aerobios y anaerobios de B. japonicum indicaba

que ambas enzimas eran distintas.

También se ha estudiado la NR soluble de los bacteroides
aislados de nédulos de Lupinus. El peso molecular estimado
de la misma fue de 67 Kd y utilizaba ferredoxina reducida

como donador de electrones (Alikulov et al. 1980).

MAs recientemente, Sekiguchu y Maruyama (1988) han
purificado la NR soluble de células en vida libre de R.
meliloti cultivadas aerébicamente, calculando su peso
molecular en 58 Kd mediante cromatografia de exclusién

molecular.

Los informes sobre la presencia de actividad NiR en
bacteroides de (Brady)rhizobium son mads escasos. Hay que
indicar, sin embargo, que se ha observado actividad NiR en
bacteroides de Bradyrhizobium sp. (Lupinus)} (Burikhanov et
al. 1981), R. phaseoli (Rigaud, 1976), R. leguminosarum
({Streeter, 1985a) y R. meliloti (Becana et al. 1985a).

Los datos bibliograAficos sobre la existencia de ac-

tividad NiR en B. japonicum son contradictorios. De hecho,

algunos autores han determinado la existencia de tal
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actividad (Chen y Sung, 1983; Streeter, 1985a), mientras
que otros no han detectado la presencia de la misma (Daniel
y Appleby, 1972; Stephens y Neyra, 1983 ; Giannakis et al.
1988). Hasta la fecha no se ha realizado ningin estudio
sobre el aislamiento y caracterizacién de la enzima NiR ni

en células en vida libre ni en bacteroides.

11. RESPIRACION, REDUCCION DESASIMILATORIA Y DESNITRIFICA-
CION DEL NITRATO

En diversas cepas de (Brady)rhizobium, la utilizacién
del nitrato puede ocurrir en condiciones anaerébicas,
actuando este idén como aceptor final de electrones. A este
proceso se le llama respiracién del nitrato para diferen-
ciarlo de aquel por el cual el nitrato es incorporado a los
componentes proteicos celulares (Stouthamer, 1976). Cuando
el nitrato es la tUnica fuente de nitrégeno disponible, la
respiracién puede iniciar tanto la reduccién desasimila-
toria del mismo, proceso por el cual el nitrato se reduce
a amonio, como la desnitrificacién, que conduce a 1la
formacién de 6xidos de nitrégeno (NO y N,0) e incluso a
nitrégeno molecular (Delwiche, 1981; Payne, 1981; Stewart,
1988). Aunque desnitrificacién y reduccién desasimilatoria
ocurren en condiciones de baja concentracién de 0,, el
primero resulta en la pérdida de nitrégeno combinado,

mientras que el segundo lo conserva (Aparicio-Tejo et al.
1990).

En la reduccién desasimilatoria dé nitrato intervienen
dos enzimas; la primera, una NR desasimilatoria ligada a
la membrana que reduce el NO;~ a NO,” y la segunda, una NiR

asimilatoria de naturaleza soluble que cataliza la reduc-
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cién del NO,” a NH,*. A este proceso algunos autores lo han

denominado amonificacidén del nitrato (Reddy y Lodha, 1986,
1988).

Las primeras investigaciones gque pusieron de manifiesto
la capacidad de (Brady)rhizobium para producir N, a partir
de nitrato se deben a Rajagopalan (1938) y Wilson (1947).

Hoy dia est4 claramente establecido (Payne, 1981) que
la reduccién del nitrato en condiciones anaerébicas procede

de la siguiente manera:

2NO"; —» 2NO", — 3 2NO T_—-> Non———-> NZT
Nitrato Nitrito Oxido Oxido Dinitrégeno

nitrico nitroso

Y que este proceso puede ocurrir en (Brady)rhizobium tanto

en vida libre como en simbiosis (O’Hara y Daniel, 1985).

Recientemente, se ha demostrado en células en vida libre
de B. Jjaponicum, que la asimilacién (formacién de NH,') vy
desnitrificacién (produccién de éxidos de nitrégeno) del

nitrato pueden ocurrir simultdneamente (Vairinhos et al.
1989).

En la mayoria de los bacteroides el producto final de
la desnitrificacién es el N,0, aunque algunos sélo reducen
nitrato a nitrito y otros continian hasta la formacién de
N, como es el caso de determinadas cepas de B. japonicum y
R. meliloti (Daniel et al, 1982). En general, los (Brady)-
rhizobium de lento crecimiento tienen mayor capacidad
desnitrificadora que los de rApido crecimiento, con la
excepcidén, quizéds, de R. meliloti y R. trifoli (Daniel et

al. 1982; Casella et al. 1984). Aunque se ha indicado que
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la disminucidén en la tensién de 0, es el principal factor
responsable de la sintesis de las enzimas implicadas en el
proceso de desnitrificacién (O’Hara et al. 1983), parece
que ambas circunstabcias, ausencia de O, ¥ presencia de
nitrato, son necesarias para la expresién éptima de la
actividad desnitrificante (Van Berkum y Kaiser, 1985; Smith
y Smith, 1986). De hecho, Vairinhos et al. (1989) han
establecido que la desnitrificacién es dependiente de 1la
presencia de nitrato y que la relacién
desnitrificacidn/asimilacién depende de las condiciones en
que se hayan cultivado las células, aumentando la propor-

cién al disminuir la tensién de O,.

En los {Gltimos afos se ha prestado gran atencién a la
desnitrificacién en bacteroides de (Brady)rhizobium por las

siguientes razones:

1. Es un proceso capaz de generar energia mediante la
traslocacién de H' durante la reduccién de nitrato a
nitrito (Daniel et al. 1980). En bacteroides de B. japoni-
cum la desnitrificacién puede proporcionar ATP suficiente
para permitir la fijacién de N,, aunque el proceso es 2.5
veces menos eficaz, en terminos de transferencia de
electrones, que la fijacién de N, que se lleva a cabo
utilizando O, como aceptor final (Rigaud et al. 1973;
Daniel et al. 1980).

2. La capacidad de desnitrificacién puede permitir a los
bacteroides sobrevivir durante periodos de anoxia produci-
dos por sequia o encharcamiento (Zablotowicz y Foch, 1979).
De hecho, en plantas sometidas a condiciones de sequia se
produce una disminucién de la presidén parcial de O, dentro
de los nédulos (Sprent y Gallacher, 1976) y un incremento

de la actividad NR in vivo de los nédulos (Aparicio-Tejo
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y Sanchez Diaz, 1982) asi como de la actividad in vitro de
los bacteroides (Chen y Sung, 1983; Becana et al. 1986).
Por el contrario, la actividad NR del citosol disminuye
considerablemente (Becana et al. 1986). Estas evidencias
sugieren que, en condiciones de sequia, puede producirse
en los bacteroides una alteracién en el flujo de electrones

desviandose hacia la reduccién de nitrato.

3. El proceso de desnitrificacién permite eliminar el
nitrito y los é6xidos de nitrégeno producidos, todos ellos
muy téxicos para la planta, ya que pueden inhibir 1la
actividad nitroganasa e inactivar funcionalmente a 1la
leghemoglobina (O'Hara y Daniel, 1985).

Desde un punto de vista aplicado, hay que resaltar que
la importancia del proceso de desnitrificacién en (Brady)-
rhzobium estriba en el papel que representa como mecanismo
para eliminar el nitrato que se emplea como fertilizante
¥ en su contribucién a la produccién de 6xidos de nitrége-
no. En el primer caso, se ha demostrado, en una serie de
experimentos de campo, que las tasas de desnitrificacién
por (Brady)rhizobium son comparables a las de fijacién de
N, (O'Hara et al. 1984). En cuanto al segundo, el N,0 se
considera que representa una seria amenaza ambiental por
su intervencién en la formacién de 6xido nitrico en 1la
atmésfera que se elimina en forma de la llamada lluvia
acida y porque colabora en la eliminacién de la capa de
ozono. No hay que olvidar tampoco que el N, que se puede
liberar a la atmésfera equilibra el ciclo del N en 1la

biosfera.
Posiblemente, al igual que la actividad Hup, la capaci-

dad desnitrificadora de (Brady)rhizobium tenga importancia

ecolégica ya que su existencia permite a las formas
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vegetativas crecer en condiciones de anaerocbiosis, teniendo

en cuenta, ademds, su papel como agente detoxificante ya

que el NO,” es perjudicial.

Igualmente, la presencia en bacteroides, de forma
simulténea, de un activo mecanismo de fijacién de N, vy de
desnitrificacién, aunque contraproductivo desde el punto
de vista energético, podria ser de gran interés como
mecanismo de supervivencia. ( Brady)rhizobium podria activar
uno u otro de acuerdo a las condiciones ambientales, lo que
permitiria tanto su crecimiento en vida libre como el
mantenimiento de la simbiosis (Brady)rhizobium-leguminosa
durante las situaciones anéxicas que pudieran ocurrir en

el suelo donde se cultivan.
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Fijacién de nitrégeno y utilizacién de nitrato por los
bacteroides de (Brady)rhizobium son dos procesos de
reduccién gque pueden competir por el poder reductor
procedente de la oxidacién de sustratos hidrocarbonados o
por los electrones procedentes del sistema hidrogenasa
(Hup). Ademas, la produccién de hidrégeno por los nédulos
Yy el efecto inhibidor del nitrato sobre la actividad
nitrogenasa son los dos factores que mas limitan la
fijacién biolégica de N2 en la simbiosis (Brady)rhizobium-
leguminosa. Por ello, seria interesante estudiar las
relaciones que pudieran existir entre las actividades
hidrogenasa y nitrato reductasa con el objeto de esclarecer
el papel fisiolégico de tales actividades en los cultives

de leguminosas.

Se ha demostrado que los nédulos de plantas de guisante
inoculadas con cepas Hup- de R. leguminosarum expresaron
mayor capacidad de reducir nitrato que los de plantas
inoculadas con cepas Hup'. Sin embargo, en estos trabajos
no se utilizaron cepas isogénicas de R. leguminosarum, asi
como, no se indicé si la relacién inversa que parece
existir entre las actividades NR y Hup a nivel de nédulo
ocurria también a nivel de bacteroides y células en vida

libre de R. leguminosarum.

Se sabe que, aunque la capacidad de las leguminosas para
establecer simbiosis fijadoras de N, con bacterias de los
géneros (Brady)rhizobium permite a estas plantas utilizar
el nitrégeno atmésferico para su nutricién, el méaximo
desarrollo y rendimiento de los cultivos de leguminosas no
puede alcanzarse en ausencia de nitrégeno combinado.
Ademés, el nitrato es la forma de nitrégeno inorganico mas
abundante en el suelo y la enzima NR, que abre la ruta

metabdlica de su utilizacién, se localiza, ademas de en las
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hojas, tallos y raices, en los nédulos de las leguminosas.
Sin embargo, existe gran controversia acerca de la implica-
cién de la NR de los nédulos en la asimilacién de nitrato

por las leguminosas.

En los ahnos 1975 y 1976, se demostré la localizacidn
citosélica y de membrana de la NR de los bacteroides y
células en vida libre de B. Jjaponicum y se purificé
parcialmente y caracterizé s86lo la NR soluble. Desde
entonces, la informacidén sobre la NR soluble y particulada
de B. Jjaponicum en vida libre y en simbiosis es
inexistente. Ademds, aunque la baja presién parcial de
oxigeno en el interior de los nédulos proporciona un
ambiente adecuado para la expresién de la actividad NR
respiratoria, ain no se ha demostrado s8i la actividad NR
constitutiva de los bacteroides de B. japonicum es de tipo
asimilatorio o respiratorio, si se trata de la misma enzima

0o son enzimas diferentes.

Este trabajo se ha dirigido, en primer lugar, al estudio
de la utilizacién de nitrato en nédulos, bacteroides y
células en vida libre de cepas Hup' y Hup- de B. japonicum,
incluyendo las cepas isogénicas 122DES (Hup*') y PJ17
(Hup-). Se ha demostrado que algunas cepas de
(Brady)rhizobium pueden utilizar el nitrato en condiciones
anaerébicas y reducirlo hasta 1la formacidén de gases
nitrogenados, por lo que el estudio de la relacién entre
las actividades NR y Hup se completé analizando 1la
capacidad de produccién de é6xido nitroso por los nédulos
Yy bacteroides de las cepas 122DES y PJ17.

Por otra parte, se ha pretendido estudiar el metabolismo

del nitrato en el citosol y bacteroides de los nédulos de

plantas de soja y guisante.
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Por ultimo, dada la escasisima informacién existente
sobre la NR de (Brady)rhizobium, en este trabajo se han
iniciado los estudios de purificacién parcial y
caracterizacién de la NR aislada de la fraccién soluble y
de la de vesiculas de membrana de células de B. japonicum
en vida libre y en simbiosis, realizandose un estudio
comparativo de la NR que se expresa en células cultivadas
en vida libre y en simbiosis con el objeto de determinar
el cardcter asimilatorio o respiratorio de 1la NR

constitutiva de los bacteroides.
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