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ABSTRACT. The genus Azospirilium is classified within the group of plant growth promoting bacteria,
The contribution of this bacterium on plant growth through nitrogen fixation has been speculated. That is
why various researches have been undertaken to know more about the genetic basis of this process. With
the advances obtained on Klebsiella pneumoniae, a better comprehension of the regulation and organiza-
tion of the genes nif in others nitrogen fixers has been achieved. Several key regulatory and structural
genes involving in nitrogen metabolism have been isolated and characterized in Azospirillum, including
nifHDK, nifA, ntrBC, ginA, ginB and rpoN. This work revises the genetics and regulation of the nitrogen
metabolism in Azospirillum.
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RESUMEN. El género Azospirillum esti considerado dentro de la clasificacién de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal. S¢ ha especulado con relacién a la contribucion que ejerce esta bacteria al desa-
rrollo vegetal a través de 1a fijacién de nitrégeno por lo que conocer las bases genéticas de este proceso ha
sido objeto de diversas investigaciones. Con los avances obtenidos en K. preumoniae se ha comprendido
mejor la regulacién y organizacién de los genes 72if en otros microorganismos fijadores de nitrégeno. Se ha
logrado el aislamiento y caracterizacién de varios genes estructurales y regulatorios involucrados en el
metsbolismo nitrogenado de Azospirilium, tales como nifHDK, nifA, ntrBC, ginA, ginB y rpoN. En este

trabajo se revisa la genética y regulacién del metabolismo nitrogenado en Azospirillum.
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INTRODUCCION

El género Azospirillum esti constituido por 5 especies:
A. brasilense,® A. lipoferum® A. amazonense,'S A. Halo-
praeferans® y A. Irakense."” Se considera una bacteria fija-
dora de nitrégeno cuya distribucion en los suelos es cos-
mopolita, se puede encontrar asociada a raices de plantas
mone y dicotiledoneas. Un estudio® realizado con i propé-
sito de dividir las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal en dos clasificaciones: biocontrol-bacterias promo-
toras del crecimiento vegetal y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, evidencia que Azospirillum sea consi-
derado como candidato ideal para incluirse en la dltima
clasificacién.

En ensayos realizados en condiciones de campo, la ino-
culacién?® de plantas con Azospirillum ha producido incre-
mentos en el rendimiento de forrajes y granos entre el 15-
20% en promedio en comparacién con plantas no inocula-
das. Sin embargo, también se ha observado inconsistencia
en la obtencién de respuestas positivas y una de las princi-
pales causas podria ser que la contribucion de la fijacion de
nitrégeno para el desarrolio vegetal sea mucho mas baja de

1o que previamente se habia considerado.”

El nitrégeno total fijado por este género bacteriano aso-
ciado a raices ha sido valorado como limitado, esto podria
deberse a que esta bacteria de manera semejante a otras
fijadoras libres de nitrégeno, reprime facilmente su nitro-
genasa y normalmente no libera el nitrégeno fijado al me-
dio ambiente.* Es conveniente realizar mayores esfuerzos
en investigacion y llegar a conocer con mds profundidad
Jas bases fisiologicas y moleculares de la asociacion Azos-
pirillum — planta para obtener resultados consistentes.

COMPLEJO NITROGENASA

Las bacterias fijadoras de nitrégeno presentan un com-
plejo nitrogenasa (estructuralmente muy similar) que posee
la capacidad de transformar una molécula de nitrogeno a
dos de amoniaco. Este complejo tiene un aito grado de
conservacion con propiedades muy particulares que a con-
tinuacion se resumen:

a} Counsiste de dos componentes (Fierro-Molibdeno Pro-
teina y Fierro-Proteina).
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Figqra 1. Elregulén nif en K. pneumoniae. El papel de los productos de los genes se indica esquematicamente por flechas
verticales. Las flechas horizontales indican la direccién y la extensién de cada uno de los transcritos, con puntos negros se

representa la localizacién de los promotores nif '®.

b} Reduce N, y también otras moléculas pequefias con
triple enlace.

¢) Requiere ATP para funcionar.

d} Es inhibida por oxigeno y ADP

La nitrogenasa de Azospirilfum estd constituida por un
tetramero de 210,000 Da formado por 2 polipéptidos que
son codificados por los genes nifK y nifD, adem4s® de un
dimero de 67,000 Da producto de nifH y se activa en bajas
tensiones de oxigeno.’

Es importante resaltar que en 4. brasilense y A, lipofe-
rum la actividad nitrogenasa estd sujeta a inactivacién re-
versible por amonio'' 12 cual es mediada por una modifica-
cién de tipo covalente (ADP - ribosilacién) del componen-
te 2 de la nitrogenasa. Los genes que codifican para la
ADP — ribosil transferasa (DRAT) y para la glicohidrolasa
activadora (DRAG) han sido clonados tanto en 4. lipofe-
rum’ como en A. Brasilense.”

GENETICA DE LA FIJACION DE NITROGENO
El estudio de la genética de la fijacién del nitrégeno fue

desarrollado inicialmente en K. pneumoniae y con los
avances obtenidos en este microorganismo se logrd com-

prender mejor la regulacion y organizacién de los gencs nif
en otros fijadores de nitrégeno. En X, preumoniae, se han
descrito 21 genes nif especificos que estan organizados en
8 unidades transcripcionales dentro de una regién cromo-
somal de 23 Kb.°

Los polipéptidos estructurales de la nitrogenasa estan
codificados en un operdn (nifHDK), otras proteinas codifi-
cadas en esta region estan involucradas en la biosintesis del
cofactor de fierro y molibdeno (FeMoCo) (nifBENVQ) y
en la modificacion postraduccional de la ferroproteina
(nifM). Existe un operén reguiatorio especifico de la fija-
cién (nifAL) (Fig. 1).

Se han utilizado como sondas plasmidos recombinantes
que contienen los genes njfHDK de K. preumoniae, en nu-
meroses estudios de hibridacion contra el DNA total de
diferentes fijadores y se ha demostrado que en bacterias
fijadoras (Rhizobium, Azotobacter, etc.) existe DNA que
hibrida con estos genes de la nitrogenasa, lo que indica un
alto grado, de conservacion en la estructura de esta enzi-
ma.® En muchos casos estas regiones de DNA han sido clo-
nadas y secuenciadas.

La organizacién de nifHDK dentro de una unidad trans-
cripcional estd conservada en la mayoria de los fijadores.
Sin embargo, otros genes nif no presentan suficiente homo-
logia como para ser localizados por medio de hibridaciones
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de DNA con sondas heter6logas. Estos genes nif han podi-
do ser identificados mediante mutagénesis con transposo-

nes o utilizando complementaciones de mutantes Nif ~con
césmidos.®

REGULACION DE LOS GENES #if EN Kiebsiella
pneumoniae

La fijacién de nitrdgeno es un proceso energéticamente
muy costoso. La sintesis de la nitrogenasa es reprimida en
presencia de una fuente de nitrégeno combinado donde la
funcién de fa enzima no es esencial para el crecimiento, o
en presencia de un exceso de oxigeno cuando la nitrogena-
sa puede ser ripidamente inactivada.

El sistema regulatorio nif en XK. preumoniae, que es el
mejor conocido hasta ahora, se describe de manera general
en la Fig. 2.

El andlisis de la regulacion de los genes nif'en K. pneu-
moniae ha proporcionado elementos para comprender el
control transcripcional de fa expresién genética de este
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proceso.'’

a) La RNA polimerasa requiere de un factor ¢ para
reconocer a los promotores nif,

b) Las proteinas involucradas en la activacion de los pro-
motores mif interactdan con el DNA en sitios anterio-
res al punto de inicio de la transcripcién.

c) El control negativo se realiza modulando la actividad
de las proteinas activadoras,

En esta enterobacteria la expresién de muchos genes
en respuesta al balance nitrogenado es modulada por el
sistema regulador global del metabolismo nitrogenado
(NTR). Genéticamente este sistema comprende al gen
ntrA, el cual codifica para el factor 6> de la RNA polime-
rasa, el gen mirC, que codifica para una proteina que cuan-
do esta fosforilada actiia como un activador de los promo-
tores regulados por NTR, el gen »rB codifica una proteina
que modula el grado de fosforilacién y por lo tanto las pro-
piedades de activacién de NirC.

De este modo NtrB fosforila a NtrC en condiciones de
limitacién de nitrégeno y la desfosforila bajo condiciones
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Figura 2. Modelo de la regulacion de la fijacion de nitrogeno. a) Regulacion de la glutamina sintasa. b) Regulacidn trans-
cripcional del operdén ginALG y primer nivel de regulacién positiva de los genes de fijacién de nitrogeno (operdn nifLA).
¢) Segundo nivel de regulacién positiva de los genes de fijacion de nitrégeno y de otros genes (fnur, put) responsables del

transporte y degradacion de otras fuentes alternativas de nitrégeno 7.
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de suficiencia de este elemento. La actividad de NrB es a
la vez modulada por la proteina P II, la cual es producto
del gen ginB. La actividad de esta proteina es controlada
por la unién covalente o la remoci6én de uridina monofosfa-
to (UMP) en respuesta al balance del nitrégeno en la célu-
la.

La expresién de los genes nif de X pneumoniae esta
bajo el control de NTR. Los promotores de estos genes nif
tienen una secuencia consenso distintiva (5" TGGACN;
TTGC 37) localizada en la region de -12 a -24 bases del
sitio de inicio de 1a transcripcién. Esta secuencia es tipica
de los promotores que utilizan una RNA polimerasa modi--
ficada por o™,

Los genes regulatorios especificos de los operones nif
son #ifL y nifA y la expresién de estos genes requiere de la
forma fosforilada de NtrC y de un complejo de RNA poli-
merasa con el factor o** (Fig.2). La comparacion de se-
cuencias, ha demostrado que NifA es homéloga a NuC v
en algunos experimentos se ha probado que la funcién acti-
vadora de NifA sobre otros promotores nif es controlada
negativamente por Nifl. en respuesta a elevados niveles de
amonio y de oxigeno.®

GENETICA DE LA FLJACION DE NITROGENO EN
Azospirillum.

En A. brasilense se han reportado los siguientes genes
nifA y nifB" y una regién de DNA de 30 kb que contiene
los genes nifHDKY, nifENX, nifUSV, nifW vy
JixABCX.'"" Los genes nif de este género estan organiza-
dossde manera similar a los de K. pneumoniae y Azotobac-
ter.

Se ha demostrado que los genes nifHDK estin organi-
zados como una sola unidad transcripcional y bajo condi-
ciones de fijacién de nitrégeno la transcripcion procede a
partir del premotor nifH quien se controla positivamente
por la proteina NifA unida a secuencias activadoras de la
transcripcion (UAS). 2

La proteina NifA se sintetiza en forma inactiva bajo
condiciones incompatibles con la fijaciéon de nitrogeno
(alto oxigeno y/o amonio)." A diferencia de lo que ocurre
en Kiebsiella la proteina NifA de Azospirillum no se activa
con NirC.'"* El mecanismo de activacién de NifA de Azos-
pirilfum, no esta establecido. Se ha sugerido como una pro-
piedad intrinseca de esta proteina regulatoria su sensibili-
dad al oxigeno.?

REGULACION DE LOS GENES nif EN Azospirillum

Los mecanismos regulatorios de la fijacidn de nitrdge-
no en Azospirilfum no estin del todo elucidados. La cepa
A. brasilense Spe fue sometida a un proceso de mutagéne-
sis' con nitrosoguanidina mediante el cual se lograron ais-
lar 6 mutantes no fijadoras de nitrégeno, sin actividad de
glutamato sintasa (GOGAT) y también incapaces de utili-
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zar varias fuentes de nitrégeno combinado tales como: ni-
tratos, nitritos, alanina, histidina, adenina y xantina. Las
propiedades? de las 6 mutantes fueron semejantes a las de
mutantes de K. pneumoniae descritas como asm .

Por otra parte al tratar™ con nitrosoguanidina a A.
brasilense Sp, fue posible obtener 8 mutantes que también
presentaban un fenotipo Nif ~regulatorio muy parecidas a
las mutantes de K pneumoniae afectadas en NifA. La fija-
cién de nitrogeno de estas mutantes fue restaurada con el
plasmido pCK3 que presenta una expresion constitutiva de
NifA.!?

También han sido aisladas varias mutantes resistentes a
etilendiamina con un fenotipo Nif constitutivo o sea, que
pueden seguir fijando nitrégeno aln en presencia de amo-
nio (20 mM).* Estas mutantes presentan una actividad fija-
dora de nitrégeno hasta tres veces superior a la cepa silves-
tre, llegando incluso a excretar amonio. Cuando se inocu-
lan a plantas de trigo, pueden generar incrementos signifi-
cativos en el contenido de nitrégeno y materia seca con
respecto a plantas inoculadas con la cepa silvestre.® Estas
mutantes pueden habitar y fijar nitrogeno en estructuras
semejantes a nodulos en raices de arroz.”

Mediante hibridaciones con sondas de Bradyrhizobium
Jjaponicum se han logrado identificar™ los genes nifA y
nifB de A. brasilense Sp,. Al determinarse la secuencia
nucleotidica, se confirmé una homologia elevada entre los
genes nif de ambos géneros bacterianos, Cuando se inacti-
vo nifA y nifB de la cepa Sp, por mutagénesis sitio dirigida
con el transposén TnS, se obtuvieron mutantes con fenoti-
po Nif ~. Ei mapa fisico de la clona NifAB™ de la cepa Sp,
fue diferente al de la clona NifA~ de la cepa Cd. Esto su-
giere que ademas del gen nifA, Azospirilium contiene otro
gen regulatorio que puede generar un fenotipo semejante a
NifA~.

Por otro lado, la inactivacidn de los genes ntrBC por
mutagénesis sitio dirigida generd mutantes de A, brasilense
incapaces de utilizar nitratos como fuente de nitrégeno pe-
ro que mantuvieron su capacidad de fijacién de nitrégeno"
lo cual sugiere que NtrB y NtrC no son esenciales para la
sintesis de la nitrogenasa en Azospirillum como se ha com-
probado en Azotobacter vinelandii y en Rhizobium melilo-
1i.3%% Recientemente se ha demostrado que la protefna
NtrC es requerida para la expresidn del transportador de
amonio AmtB en 4. brasilense.”!

Se ha propuesto un modelo de regulacion’ de la fija-
cion de nitrdgeno para Azospirillum (Fig. 3), en el cual los
genes rpoN y ginB son fundamentales puesto que rpoN
controla la expresion de los genes nif mediante promotores
dependientes del factor 6**. Este factor también esta invo-
lucrado en la actividad de NifA mediante el control de la
transcripcion de ginB. La proteina Pl (producto de ginB)
mantiene a NifA en forma activa bajo condiciones de fija-
¢cién de nitrégeno. Todavia no se conoce el mecanismo de
accién de PII excepto que el sitio blanco podria ser el do-
minio amino terminal de NifA. El factor ¢™ participa tam-
bién indirectamente en el control de la actividad nitrogena-



sa regulando la transcripeion de nerC, puesto que la nitro-
genasa de mutantes NtrC escapan al sistema apagado-
encendido con amonio.

Actualmente, se siguen realizando esfuerzos para estu-
diar y entender mejor la regulacién de éste y otros fendéme-
nos en Azospirillum con mas y mejores herramientas entre
las que destaca una muy poderosa como es el Mini Tn3
fusionado con gusA.3?

La genética y regulacién del metabolismo nitrogenado
en Azospirillum tiene grandes similitudes con respecto a
otros fijadores, especialmente con X preumoniae, aunque
también tiene algunas caracteristicas especificas sobretodo
al nivel de Ia regulacién global del metabolismo nitrogena-
do.

El conocimiento actual podria ser utilizado empleando
técnicas de ingenieria genética. Tiene gran potencial la
construccion de cepas excretoras de amonio que expresen
constitutivamente los genes nif independientemente de la
concentracion de nitrégeno combinado y tensién de oxige-
no lo cual puede realizarse combinando varias mutaciones.
Por ejemplo construyende mutantes cuya actividad de Ni-
fA sea independiente del producto de ginB (PII) v en las
cuales la nitrogenasa escape al sistema de apagado-
encendido con amonio. No debemos restar importancia a
las mutantes que al azar se han obtenido con compuestos
quimicos y que presentan un gran potencial agricola.

rpoN
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