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ESTl OJO SOBRE lNH IBIDORES DE LA FJJ/\C lóN 
DE N ITRÓGENO EN A GROBACTER I U /\l ALOTOPHILU/\l 

T EÓFILO HERRERA . 

J AVI ER T ABOADA •• 

Co11 culli vos d e A. 11zo lo/1lri/11111 se hizo un cslwlio so hr e la i11flm:11cia de ,a r ias 
subs1a11c ias 11 i1rogenaclas p r incipalmente sales y a mino:kidos, , o bre la fijació n de 
:'\., ( reducció n d e l ace 1ilc110) . 
Po r e l inle rés que 1ic 11en los :ícidos g lu t;\ mico y as p:í r1i co c11 e l p roceso ele la 
fijació n d e .'\.,. se est udió la a cció n d e dos isó meros óp1icos de cada u no de e llos 
e n d ife re nles - co11ce111racio 11es, la cua l se si11 1e1in 1 e n se 11das c rr n ·as que ex presa n 
la dismi11ució n d e la fijación de N., al aumentar la co11ce111ració11 del a mino{icido 
en e l m edio a par1ir del ó ptimo -es1i111ula nte d e l mismo (3 mg pa ra e l ;ícido 
as p ,í r1i co y 6 mg para el ;\cido g l111{imico) . Se cst11elió 1a mhi é11 el efecto d e 
dife re n1es propo rcio11es d e o xíge110 e n la a tmósfe ra d e ex pcrimcn1 ación . A l aumentar 
la 1e11s ió n ele ox ígeno disminuyó la fijac ió n d e 11it rógc no. 

Al3ST R ACT 

Wilh cullrrres o[ !l. nzolo/1/r iltLIII a s lud y \\'as do 11<: 0 11 1he i11flue 11ce o f severa! 
11i1rogeno11s s 11bs1a n ces spcciall y alts a11d a mirroacids . 0 11 1he fi xa lion o[ N :! (ace­
tylen e reduc1io11) . 
Cons ide rirrg the i111 c rest of g h11 a mi c a rre! asp a rti c acids i11 the process of N., 
f ixa1io11 , 1he actio11 o f two o ptica l iso mc res o ( ea ch in di ffe re rr t co 11ce111ratio 11s 
\\'as s1udied , which is shown in cutTes cx p ressing t ite decrease i11 almosfe ric N., 
fix a tio11 whe 11 1he co11ce 111 ra1io11 o ( lhe a mirroacid i11 the medirrm irrcreases fron'i 
the o p1imu11 vahre (3 mg for aspa rti c acid a 11d 6 mg for g lrrtamic acid) . T ite 
effect o f diCfe re nL pro por1io ns o ( OX}gc rr i11 1he cx pc rime 111a tio n at mosphere wa s 
a lso s tudicd . J 11c rcasing conccntra tio11s o f o xygcn reduced nitroge11 (ixalio n . 

lNTRODUCCJóN 

En este trabajo se pretende continuar 
el estudio del metabolismo ele Agrobac­
t eriu 111 azotop!, il11111 U lloa y Herrera en 
relación con la fija ción de nitró~cno 
atmosférico, tema sobre e l cual ya ha n 
sido publicados a lg unos trabajos (U lloa, 
Herrera y de la Lanza, 1971 ; T a boada, 
Hen-era y Ulloa, 1971; Ulloa y Herrera, 
1972) . Con el obje to de encontrar las 

• De l l11stilttlo de Bio logía UNAM. 

substa ncias que tu vieran acctOn in hibi­
clora sobre la fijación de N ~. se investigó 
en primer lugar el medio mínimo pa ra 
el desarrollo de l citado microorga nismo. 
Se comprobó q ue el medio adecuado era 
el 77 de Fred y W a ksman (Allen, 1951; 
Ulloa, Herrera y de la L anza, 197 1) con 
saca rosa al 10% como fuente energética. 

Entre los inhi bidores ut il izados se dio 

•• Del J11stituto d e Química UNAM. Contribució n NQ 357. 
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panicular atenc1on a los am inoácidos 
por haber observado los autores de la 
presen te comunicación que algunos de 
ellos inhibía n la fij ación de N'.! y otros 
no interferían en este proceso cuando 
era n ad icionados a l pozo) o al medio 
mínimo indicado. Otros autores mencio-

nan que algu nas substancias, entre ellas 
ciertos aminoácidos, modifican la fija­
ción de N:! en Klebsiella p11e11111 011iae 
(Yoch y Pengra, 1966), en Clostridium 
pasteurianum (Daesch y Mortenson, 
1968) y Rhodospirillum rnúrnm (Mun­
son y Burris, 1969) . 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Todas las rnbstancias que se usaron 
aparecen en la Tabla 1. 

El medio mínimo 77 de Free! y Waks­
man con sacarosa (77S) fue seleccionado 
para observar la acción de d iversas subs­
tancias en la fijación de N 2 por Agro· 
bacteri111n azotophilum después de ensa­
yar el med io de Burk (Taboada, He­
rrera y U lloa, 197 1) y el 77 de Fred 
y Waksman con otras fuentes energéti­
cas diferentes a la sacarosa; éstas fueron: 
etanol, manito! y glucosa. Se observó 
que con las dos primeras substancias no 
hubo fijación de N~ (reducción de ace­
tileno) y con la última la fijación fue 
menor que con sacarosa. 

Al medio 77S se Je agrega ron las subs­
tancias en estud io que podrían actuar 
como factores Jimitantes, en una propor-

ción de 50 a 100 m~ por cada 20 mi 
de medio. Los aminoácidos L-,ícido glu­
támico, DL-ácido glu támico, L-ücido as­
p{trti co, DL-ácido aspártico, L-alanina, 
D-alanina y DL-alanina fueron ad icio­
nados en proporciones variables, desde 
3 mg por 20 mi d e medio hasta 100 mg 
por 20 mi de m::d io. 

La fijación de l '.! se investigó por el 
método de la reducción de acetileno a 
e tileno (Dilworth, 1966; Schollhorn y 
Burris, 1967; Bergersen , 1970; Taboada, 
He rrera y U lloa, 1971). El acetileno se 
inyectó a los cultivos y a los med ios usa­
dos como testigos después de una incu­
bación de 5 días a 26° C y en ambiente 
de la atmósfera natural. A las 24 ho­
ras de agregado el ace tileno se investigó 
la presencia de e tileno. 

RESULTADOS Y DJSCUSióN 

En la Tabla I S<! indican los resu J. 
lados obten idos aliadiendo al medio una 
cantidad fija de la substancia en estud io 
(50 mg en el caso de substancias orgá­
nicas y 20 mg de las substancias inorgáni­
cas). Dado el interés que tienen los áci­
dos glu támico y asp,frt ico en e l proceso 
de la fijación del 1

2, se estudió la ac­
ción de dos formas ópticas de cada uno 
de ellos en d iferentes concentraciones 
y los resultados se expresan en la Figs. 
I y 2. 

Por ser Agrobacterium azotophilum 
una bacteria anaerobia facultativa, fue 
estudiada también la accic'rn de diferentes 
tensiones de oxígeno durante la reduc-

ción del acet ileno. Los resultados se cull· 

signan en la Fig. 3. 
Las substancias que se e nlistan en la 

Tabla I fueron probadas también en 
suspensión de masa (atole) a l 20% ; 
e n este caso los resultados obtenidos 
fueron muy semejantes a los que se ex­
presan e n d icha tabla , aunque con algu­
nos ami noácidos que inhiben la reduc­
ción del aceti leno (kido glu t,imico, 
ácido aspútico) los resul tados fueron 
variables. Esto indujo, a los que esto 
escriben, a buscar el medio mínimo que 
resultó ser el 77S como se indicó antes. 

Es in teresante anotar que en unos cul­
tivos de Agrobacterium azotoplú/11,n e n 
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TAIILA ] 

Cloruro de amonio 
Nitrito de sod io 

itrato de sodio 
Hidroxilamina 
Tioglicolato de sodio 
Mezcla de ami110,ícidos (de los aquí anotados) 
Glicina 
DL-ácido aspártico 
O-ácido aspártico 
DL-,lcido glutámico 
L-;\cido g lut;ímico 
L-prolina 
DL-glicina 
DL-alanina 
L-alanina 
D-alanina 
L-asparagina 
L-histidina 
DL-tirosina 
DL-metionina 
DL-lcuci11a 
L-leucina 
D L-isolcuci na 
DL-triptofano 
DL-fenila lanina 
Trifosfato de adenosi11a (ATP) 
Extracto de levadura• 
Peptona• 

Medio: 775 
No hay redu cción de acetileno. 

+ Hay reducción de acetilc110. 

Aeroúiosis 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

A11aernúiosis 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

• Muy poca reducción d e acetilc110 a la co11ccntraci611 usada. 

medio de 775 a los que se había aña­
dido ace tileno tanto en aerobiosis como 
en anaerobiosis y donde se había produ­
cido etileno, se reemplazaron esos gases 
iJor helio hasta no encontrar etileno ni 
acetileno. En estas condiciones, a unos 
frascos se agregó cloruro de amonio, a 
otros glicina y a todos acetileno; se pudo 
de tectar la presencia de etileno 12 horas 
después de haber añadido el acetileno. 

De los resultados anotados en la Tabla 
1, es in teresante comentar que los sis­
temas enzim{1ticos para la fijación de N:! 
en Agrobacterium azotophilum, también 
son inhibidos por substancias nitroge­
nadas, como ha sido registrado para 

otros microorganismos (Pengra y Wil­
son, 1958). Algunos de los aminoáci­
dos probados, no inhiben la reducción 
de acetileno, aun a concentraciones de 
50-100 mg/ 20 mi de medio. Esto puede 
ser debido a que dichos aminoácidos 
no e ntran a la céluht , como en el caso 
registrado por Yoch y Pengra (1966) 
para la isoleucina, en Klebsiella pne11-
11wniae. De los aminoácidos que inhi­
ben la reducción de acetileno, en particu­
lar los ácidos glutámico y aspártico, di­
cho fen ómeno depende de la concentra­
ción del aminoácido en el medio: hay 
concentraciones (menores de 25 mg/ 20 
mi de medio) en las cuales la presencia 



TEÓFI LO HERR ERA Y JAVI ER TAHOADA 

00 e 
o 
"' 

o 
e: 

~ 
;:¡ 

"' 
8 8 o 

o :~ :~ ] 5 u 5 -¡;, 
.¡ i -¡;, {! <( o u .... .,, o 
"' ::, .2 '1 ., ., 
.g o _:, o 

o 
.g o 

ü 
<( 'ü 

~ + o 
e:, 
.... 

E 

::; 

o -~ 
E 
::, 

+ "' '&.. 

' .g , , :~ I 
I u 

I -o 

' ~ 
I e: 

I o 
'ü 

' "' ' ;:; 
I e: 

u 

' u 

,{ ,o o 
u 
.,, 

't "' e: ... 
' ... "' \ ' -;¡ 

\ ' ' u 
\ 'b M -o 

\ o 
u 
~ 
l.w 

(SVl'l!Vl!LIUllV S3CJVOINíl) ON31IL3 



2
0

0
0

 

,..
. ~
 ~ ... .. ~
 l3 

lO
O

Q
 

~ ... z ::
, o z "' ...l ... f;j
 

o 
3 

6 
12

 

A
C

IO
O

 
A

SP
A

R
T

IC
O

 

+
 

A
er

ob
iO

M,
 

o 
A

no
er

ob
io

,i
, 

L·
K

id
o

 os
¡»

rti
co

 
D

L
-,

ci
d

o 
H

SM
rt

ic
o 

Fi
g.

 
2.

 
E

fe
ct

o 
d

e 
di

s1
i,1

1a
s 

co
n

ce
11

1r
ac

io
nc

s 
d

e 
:i

ci
 d

o 
as

pá
n

ic
o 

en
 l

a 
re

du
cc

ió
n 

de
 a

ce
L

ilc
no

 a
 e

ti
le

no
. 

25
 m

g 

z :::
 o ;,;

; 
~
 "' ::,
 

("
. ; '-
, >
 

C"
l §·
 

~
 

::-:
 z ~ ?;
~ 

~
 z o ~
 

-..
.1

 



28 TEÓFILO HERRERA Y J AVIER TABOADA 

200 

~ ... 
~ ... 
"' ~ 
l3 
~ ... 
z 
::> 

o 100 z 
!j ... 
1-< 

"' 

o.o 21.6 43. 2 56 .8 78.4 o2t 

Fig. 3. Eícc10 de dislintas tensiones d e 0 2 en la reducción de acetileno a e tileno. 

del aminoácido estimula la reducción del 
acetileno y concentraciones mayores que 
la inhiben (Figs. l y 2) . Esto último in­
dica que hay amino{1cidos que pueden 
servir, conjuntamente con el N 2 atmos­
férico, como fuentes de nitrógeno para 
A grobacterium azotophilum. 

Los resultados consignados en la Fig. 
3, indican que tensiones altas de 02 in­
hiben la reducción del acetileno en 
Agrobacterium azotophilum, lo que su­
giere, como señalan Parker y Scutt 
( 1959) en Azotobacter vinelandii, que 

el 02 y el N2 compiten como aceptores 
finales de hidrógeno en e l proceso de 
fijación de N2. 

El hecho de que un a vez iniciada la 
fijación de N2 atmosférico (reducción 
de acet ileno) no sea inhibida al agre­
gar sa les nitrogenadas o glicina, indica 
que la acción de la nitrogenasa no es 
inhibida por estas substancias, lo que 
está de acuerdo con lo que registran 
Strandberg y '"' ilson (1967) para Azo­
tobacter vinela.ndii; probablemente lo 
que sucede es que las substancias nitro­
genadas inhiben la formación de nueva 
nitrogenasa como lo indican Mahl y 
Wilson (1967) para Klebsiella pneumo­
niae; por este motivo no se encontró 
reducción cuando se inocula, con Agro­
bacterium azotophilttm, un medio que 
con tenga estas substancias nitrogenadas. 
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