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EFECTO DE AMINOQACIDOS SOBRE LA FIJACION DE
NITROGENO POR AGROBACTERIUM AZOTOPHILUM

Javier TasoaDa *
TESFILO HERRERA **

RESUMEN

Ulilizando Agrobacterium azotophilum Ulloa y Herrerz, en un medie minimo de
cultive libre dc N-.:’ s¢ hizo un estudio sobre el efecto de varios aminodcidos,
tanto a bajas concentraciones (10 pg/ml de medio), como a concentraciones mayores
cquimoleculares (0.05 mM/ml). Se encontrd que la fijacidon de nitrégeno cs inhibida
o incrementada segun el tipo de aminoicido y la concentracion del mismo. Los
resultados estdn resumidos en las grificas y tabla incluidos en el trabajo.

ABSTRACT

By culturing Agrobacierium azotophilum Ulloa and Herrera in a minimal N,
free medium, a study was done on the effcct of scveral amino acids, both at low
concentrations (10 pg/ml of medium), and higher equimolecular concentrations
(0.05 mM/ml) . It was found that nitrogen fixation is inhibited or increased according
to the type of amino acid and its concentration. The results are summarized in
the graphs and table included in this paper.

INTRODUCCION

En un trabajo anterior (Herrera y Ta-
boada, 1971) se describié y discutié la
influencia de varias substancias sobre
la fijactén de nitrégeno en Agrobacie-
rium azotophtlum Ulloa y Herrera, bac-
teria que ya en varias ocasiones ha sido
objeto de investigacion (Ulloa, Herrera
y de la Lanza, 197}; Taboada, Herrera y
Ulloa, 1971; Ulloa y Herrera, 1972). En
la presente comunicacion se demuestra el
efecto de diversos aminodcidos sobre

®* Del Instituto de Quimica, UNAM.
*® Del Instituto de Biologla, UNAM.

la fijacion de nitrégeno, en dicha bac-
teria, adicionando a un medio minimo
de cultivo, libre de N, diferentes con-
centraciones de los mismos. Otros auto-
res han mencionado también el efecto
de aminodcidos sobre la fijacién de ni-
trogeno en varias especies de bacterias
diferentes a la utilizada en el presente
trabajo (Yoch y Pengra, 1966; Daesch vy
Mortenson, 1968; Munson y Burris,
1969) .
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MATERIALES Y METODOS

Los aminodcidos que se utilizaron
aparecen enlistados en el capitulo de
resultados del presente trabajo,

A 20 m] de medio 778 (Taboada, He-
rrera y Ulloa, 1971), en matraces Erlen-
meyer de 50 ml, se agregaron 10 pg/ml
¢ 0.05 mM/ml de cada aminoacido pro-
bado. En el caso de la asparagina, ademas
de las cantidades anteriores, se usd la de
0.025 mM/ml, por ser un aminoicido
dibésico.

A los medios asi preparados se les

agregé 1 ml de un cultivo incubado a
26 C durante 48 horas en medio 77S.
Cada uno de los tratamientos fue hecho
por duplicado, con ¢l objeto de determi-
nar en uno de ellos el crecimiento del
cultivo mediante ¢l grado de absorben-
cia o densidad optica (D. O) y en
el otro, fueron agregados acetileno y
oxigeno segiin el método ya descrito en
un trabajo anterior (Taboada, Herrera
y Ulloa, 1971) para medir la formacién
de etileno.

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura I muestra la diferencia que
hay en el crecimiento del cultivo usando
medio 775 unicamente (testigo) y medio
778 con un aminocdcido. Puede apreciarse
que la fase log se presenta en el lapso
de 32 a 70 horas; en el medio con ala-
nina se hizo la medicién de la absor-
bencia tanto en condiciones de aerobiosis
como de anaerobiosis, encontrindose que
no habia diferencias considerables, por lo
que el estudio de los otros amino4cidos,
usados en este trabajo, sélo se hizo en
aerobiosis. En la misma figura estd indi-
cado también el efecto del triptofano
sobre el crecimiento del cultivo.

En la tabla I estdn concentrados los
datos de otros experimentos en donde
se compara la formacién de etileno y la
absorbencia del cultivo (D. O.) a las
8, 24, 32 y 56 horas de haber afiadido el
in6culo. Puede deducirse que, en gene-
ral, las dosis de 10ug de aminoicido no
inhiben la reduccién del acetileno y por
lo tanto, la fijacién de nitrégeno, sino
que por el contrario, siempre fue mayor
que la del testigo excepto en la dl-me-
tionina y, no obstante, el crecimiento
de la colonia no es mucho mayor que ¢l
del testigo. Esto nos permite concluir
gue en estas dosis hay tanto fijacién de

N, como utilizacién de aminodcidos, tal _

como lo comunican otros autores (Yoch
y Pengra, 1966).

La dosis de 0.05 mM /ml inhibe la fija-
cion de N, y, por el contrario, aumenta
notablemente la densidad dptima del
cultivo. Esto se ilustra con la asparagina:
dosis crecientes de aminodcido tienen
efecto inverso en la fijacién de N, y en
el crecimiento de la colonia (Fig. 2).
Por otra parte, la isoleucina y la metio-
nina a dosis de 0.05 mM/ml no tienen
efecto pronunciado sobre el crecimiento
del cultivo y en cambio, aumentan nota-
blemente la fijacién de N,. Con la iso-
leucina, la fijacién de Ny es estimulada
aun a dosis de 0.05 mM/ml, concentra-
cién a la cual, con otros aminoicidos,
aumenta la densidad dptica del cultivo y
se inhibe la fijacién de N,. Con la me-
tionina, no hay fijacion de N, ni au-
mento en la densidad éptica del cultivo
a dosis de 10 pg/ml; en cambio, a la
dosis de .05 mM/m] no hay aumento
en la densidad éptica del cultivo pero
si hay incremento en la fijacién de N,
(Tabla 1 y Figs. 3 y 4).

Por los datos obtenidos, puede pen-
sarse que tanto la isoleucina como la
metionina, no son utilizadas en la mul-
tiplicacidén de los individuos de la colo-
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nia; no obstante, su efecto es favorable
en la fijacion de N, que, en el caso de
la metionina, solo se manifiesta a dosis
altas. Segin esto, quedaria por ser acla-

ABSORBENCTIA

rado cudl es el destino de las substan-
cias producidas como consecuencia de la
fijacién de N, favorecida por estos dos
aminodcidos. Aungue otros autores

77 § + 50 mg de triptofano

100 150 hrs.

77 S + 50 mg de alanina en aerobiosis

PENS

0
®
o
+ 77 5§ + 50 mg de alanina ep anaerobiosis

Fig. 1. Crecimiento de 4. azotophilum en condiciones de acrobiosis y de anaerobiosis.
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(Yorch y Pengra, 1966) sefialan que el se indica que, de algin modo, la isoleu-
nitrégeno de isoleucina no puede ser cina interviene en la actividad de la ni-
utilizado por las células a la concentra- trogenasa con las dosis anotadas en la

cién de 10 pg/ml, en el presente trabajo tabla 1.

TABLA 1

CRECIMIENTO DE A. AZOTOPHILUM EN MEDIO 778 (TESTIGO)

Y 778 CON UN AMINOACIDO, EXPRESADO COMO ABSORBENCIA

DE LOS CULTIVOS (D. O) Y PRODUCCION DE ETILENO COMO
INDICADOR DE LA ACTIVIDAD DE LA NITROGENASA

& horas 24 horas 32 horas 56 horas

Ftileno* D.O. Etileno* D.O. Etileno®* D.O. Ftileno * D.O.

Testigo 0 0.00 4 0.10 4 0.10 40 0.45
10 yg/ml 0 0.10 4 0.50 1 044 70 0.56
Glicina
0.05 mM/ml 0 0.10 0 0.30 0 0.70 0 0.90
10 yg/ml 0 0.10 3 0.24 8 0.33 280 057
di-Alanina
0.05 mM/ml 0 0.10 1 0.50 2 1.60 2 1.80
10 pg/ml ] 0.08 43 0.13 34 0.15 1200 058
dl-Isoleucina
0.05 mM/ml 0 0.10 31 0.13 100 0.19 1440 0.49
10 pg/ml 0 0.08 0 0.08 0 0.08 0 0.46
dI-Metionina
005 mM/ml 0 0.08 4 0.05 87 0.05 1240 0.46
10 pg/ml 0 0.10 9 0.30 10 0.44 800 057
1-Asparagina
0.025 mM/mi 0 010 3 0.55 0 0.33 10 0.98
0.05 mM/ml 0 0.10 0 0.78 0 1.17 3 1.29
10 pg/ml 0 000 22 0.12 22 0.12 400 0.62
1-Glutdmico
0.05 mM/ml 0 0 0 0 L15
10 pg/ml 0 0.00 9 0.05 44 0.05 1600 0.45
-Aspartico
0.05 mM /ml 0 0.00 0 0.24 3 0.39 3 110
I-Leucina 10 pg/ml 0 0.00 9 0.10 41 020 1240 054

* Unidades arbitrarias.
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0.4 o
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0.0
4 Absorbenciay == etileno formado en 77 5§ +0.05mM/m] de 1-Asparagina
® Absorbencia y . etileno formada en 77 S§ +0.025 mM/m] de 1-Asparagina
(o] Absorbencia y mml etileno formado en 77 S +10 ug/ml de 1-Asparagina
A Absorbencia ¥ etilenc formado en 77 S

Fig. 2. Absorbencia y reduccién del acetileno a etilene en cultivos de A. azotophilum.
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