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RESUMEN

Con cultivos de A, azotofphilum se hizo un estudio sobve la influencia de varias
substancias nitrogenadas  principalmente sales y aminoicidos, sobre la [fijacion de
N, (reduccion del acetileno) .

Por el interés que tienen los dcidos glutimico y aspirtico en el proceso de la
fijacion de N, se estudié la accdién de dos isémeros opticos de cada uno de cllos
en diferentes concentraciones, la cual se sintetiza on sendas curvas (que expresan
la disminucion de la fijacion de N, al avmentar la concentracién del aminoicido
en ¢l medio a partiv del 6ptimo “estimulante del mismo (3 mg para el dcido
aspirtico v 6 mg para ¢l dcido glutimico). Se c¢studio también el efecto de
diferentes proporciones de oxigeno en la atmosfera de experimentacion. Al aumentar
la tension de oxigeno disminuyd la fijacion de nitrogeno.

ABSTRACT

With cultures of 4. azotophilum a study was done on the influence of several
nitrogenous substances specially salts and aminoacids. on the fixation of N, (ace-
tylene reduction) . e

Considering  the interest of glutamic and aspartic acids in the process of N,
fixation, the action of two optical isomeres of cach in different concentrations
was studied, which is shown in curves expressing the decrease in atmosferic N,
fixation when the concemtration of the aminoacid in the medium increases from
the optimun value (3 mg for aspartic acid and 6 mg for glutamic acid). The
effect of different proportions of oxygen in the experimentation atmosphere was
also  studied. Increasing concentrations of oxygen reduced nitrogen fixation.

INTRODUCCION

En este trabajo se pretende continuar
el estudio del metabolismo de Agrobac-
terium azotophilum Ulloa v Herrera en
relacion con la fijacidn de nitrézeno
atmosférico, tema sobre el cual ya han
sido publi(‘;l(los algunos trabajos (Ulloa,
Herrera y de la Lanza, 1971; Taboada,
Herrera y Ulloa, 1971; Ulloa y Herrera,
1972). Con el objeto de encontrar las
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substancias que tuvieran accion inhibi-
dora sobre la fijacion de N, se investigd
en primer lugar el medio minimo para
el desarrolle del citado microorganismo.
Se comprobd que el medio adecuado era
el 77 de Fred y Waksman (Allen, 1951;
Ulloa, Herrera y de la Lanza, 1971) con
sacarosa al 109, como [uente energética.

Entre los inhibidores utilizados se dio

357.
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particular atencién a los aminoicidos
por haber observado los autores de la
presente comunicacion que algunos de
ellos inhibian la fijacion de N. y otros
no interferfan en este proceso cuando
eran adicionados al pozol o al medio
minime indicado. Otros autores mencio-

MATERIALES

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

El medio minimo 77 de Fred y Waks-
man con sacarosa (778) fue seleccionado
para observar la accidon de diversas subs-
tancias en la fijacion de N, por Agro-
bacterium azotophilum después de ensa-
yar ¢l medio de Burk (Taboada, He-
rrera y Ulloa, 1971) y el 77 de Fred
y Waksman con otras fuentes energéti-
cas diferentes a la sacarosa; éstas fueron:
etanol, manitol y glucosa. Se observéd
que con las dos primeras substancias no
hubo fijaciéon de N. (reduccién de ace-
tileno) y con la ultima la fijacién fue
menor (ue con Sacarosi.

Al medio 778 se le agregaron las subs-
tancias en estudio que podrian actuar
como factores limitantes, en una propor-
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nan que algunas substancias, entre ellas
ciertos aminoacidos, modifican la fija-
cién de N, en Klebsielln prewmoniae
(Yoch vy Pengra, 1966), en Clostridium
pasteurtanum  (Daesch 'y Mortenson,
1968) y Rhodospiritlum rubrum (Mun-
son y Burris, 1969} .

Y METODOS

cion de 50 a 100 mg por cada 20 ml
de medio. Los aminodcidos L-dcido glu-
tdmico, DL-dcido glutdmico, L-icido as-
pértico, DL-icido aspartico, L-alanina,
D-alanina y DL-alanina fueron adicio-
nados en proporciones variables, desde
3 mg por 20 ml de medio hasta 100 mg
por 20 ml de madio.

La [ijacion del N, se investigé por el
método de la reduccidn de acetileno a
etileno (Dilworth, 1966; Scholthorn y
Burris, 1967; Bergersen, 1970; Taboada,
Herrera y Ulloa, 1971). El acetileno se
inyecto a los cultivos y a los medios usa-
dos como testigos después de una incu-
bacion de 5 dias a 26° C y en ambiente
de la atmosfera natural. A las 24 ho-
ras de agregado el acetileno se investigo
la presencia de etileno.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se indican los resui-
tados obtenidos afadiendo al medio una
cantidad fija de la substancia en estudio
(50 mg en el caso de substancias orgai-
nicas y 20 mg de las substancias inorgani-
cas). Dado el interés que tienen los dci-
dos glutdmico y aspartico en el proceso
de la fijacion del N,, se estudié la ac
cion de dos formas dpticas de cada uno
de ellos en diferentes concentraciones
v los resultados se expresan en la Figs.
1y 2.

Por ser Agrobacierium azotophilum
una bacteria anaerobia facultativa, fue
estudiada también la accion de diferentes
tensiones de oxigeno durante la reduc-

cion del acetileno. Los resuliados se con-
signan en la Fig. 3.

Las substancias que se enlistan en Ia
Tabla 1 fueron probadas tambi¢n en
suspension de masa (atole) al 209;
en este caso los resultados obtenidos
{fueron muy semejantes a los que se ex-
presan en dicha tabla, aunque con algu-
nos aminodacidos que inhiben Ia reduc-
cion del acetileno (dcido glutimico,
acido aspdrtico) los resultados fueron
variables. Esto indujo, a los que esto
escriben, a buscar el medio minimo que
resultd ser el 778 como se indicd antes.

Es interesante anotar que en unos cul-
tivos de Agrobacterium azotophilum en
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TanrLa 1

Aerolriosis Anaerobiosis

Cloruro de amonio
Nitrito de sodio
Nitrato de sodie
Hidroxilamina
Tioglicolato de sodio
Mezcla de aminodcidos (de los aqui anotados)
Glicina

DL-dcido aspirtico
D-icido aspirtico
DL-icido glutimico
L-icido glutimico
L-prolina

DL-glicina
DL-alanina

L-alanina

D-alanina
L-asparagina
L-histidina
DL.-tirosina
DL-metionina

D L-leucina

L-leucina
DL-isoleucina
DL-triptofano
DL-fenilalanina
Trifosfato de adenosina (ATP)
Extracto de levadura *
Peptona *

++++++F++++L
++++++++++]

Medio: 778

__ Ne hay reduccién de acetileno,

+ Hay reduccion de acetileno.

* Muy poca reduccion de acetileno a

medio de 7758 a los que se habia afa-
dido acetileno tanto en aerobiosis como
en anaerobiosis y donde se habia produ-
cido etileno, se reemplazaron esos gases
por helio hasta no encontrar etileno nt
acetileno. En estas condiciones, a unos
frascos se agregd cloruro de amonio, a
otros glicina y a todos acetileno; se pudo
detectar la presencia de etileno 12 horas
después de haber anadido el acetileno.
De los resultados anotados en la Tabla
1, es interesante comentar que los sis-
temas enzimaticos para la fijacion de N,
en Agrobacterium azotophilum, también
son inhibidos por substancias nitroge-
nadas, como ha sido registrado para

la concentracion

usada,

otros microorganismos (Pengra y Wil-
son, 1958). Algunos de los aminodci-
dos probados, no inhiben la reduccién
de acetileno, aun a concentraciones de
50-100 mg/20 ml de medio. Esto puede
ser debido a que dichos aminodcidos
no entran a la célula, como en el caso
registrado por Yoch y Pengra (1966)
para la isoleucina, en Klebsiella pneu-
moniae. De los aminodcidos que inhi-
ben la reduccion de acetileno, en particu-
lar los dcidos glutdmico y aspdrtico, di-
cho [endmeno depende de la concentra-
cion del aminodcido en el medio: hay
concentraciones (menores de 25 mg/20
ml de medio) en las cuales la presencia
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Fig. 3. Efecto de distintas tensiones de O, en la reduccién de acetileno a etileno.

del aminodcido estimula la reduccién del
acetileno y concentraciones mayores que
la inhiben (Figs. 1 y 2). Esto ultimo in-
dica que hay aminoidcidos que pueden
servir, conjuntamente con el N, atmos-
férico, como fuentes de nitrégeno para
Agrobacterium azotophilum.

Los resultados consignados en la Fig.
3, indican que tensiones altas de 0, in-
hiben la reducciéon del acetileno en
Agrobacterium azotophilum, lo que su-
giere, como sefialan Parker y Scutt
(1959) en Azotobacter vinelandii, que
el 0, y el No compiten como aceptores
finales de hidrégeno en el proceso de
fijacién de N,.

El hecho de que una vez iniciada Ia
fijacibn de N, atmosférico (reduccion
de acetileno) no sea inhibida al agre-
gar sales nitrogenadas o glicina, indica
que la accién de la nitrogenasa no es
inhibida por estas substancias, lo que
estd de acuerdo con lo que registran
Strandberg y Wilson (1967) para Azo-
tobacter vinelandii; probablemente lo
que sucede es que las substancias nitro-
genadas inhiben Ia formacién de nueva
nitrogenasa como lo indican Mahl y
Wilson (1967) para Klebsiella pneumo-
niae; por este motivo no se encontré
reduccién cuando se inocula, con Agro-
bactertum azotophilum, un medio que
contenga estas substancias nitrogenadas.
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