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RESUMEN

Se cultivd Azotobacter vinelandii ATCC 12837 en medios limitados en hierro
y molibdeno. Bajo estas condiciones de cultivo, se observo una inhibicion del cre-
cimiento como consecuencia de la limitacion mineral. Los andlisis quimicos reali-
zados mostraron que en medios limitados en hierro las células contenian mayores
cantidades de 4cido poli-B -hidroxibutirico que en medios control. Asimismo, en
condiciones de limitacién mineral, Azotobacter mostr6é un incremento en la for-
macion de quistes, con respecto a medios control. Estas observaciones fueron con-
firmadas por estudios de fotorreactivacion.

SUMMARY

Azotobacter vinelandii ATCC 12837 was cultured in iron-limited and molyb-
denum-limited media. Under these culture conditions a growth inhibition was ob-
served as a consequence of mineral-limitation. Chemical analyses showed that
cells grown in iron-limited medium contained more large amounts of PHB than
control cells. Also, when Azotobacter grown under mineral-limited conditions
showed an increase on cyst formation compared with mineral-sufficient cultu-
res. These observations were confirmed through photorreactivation studies.

INTRODUCCION

La Nitrogenasa es la enzima que cataliza la reduccion bioldgica del nitrogeno
atmosférico hasta amoniaco. Esta enzima estd constituida por dos componentes
(I y II) de naturaleza protéica, cuya separacion e identificacion en Azotobacter
vinelandii, se deben a Bulen y Le Comte (3). Estudios mas recientes han propor-
cionado un conocimiento mds exacto de los dos componentes de la Nitrogenasa
y su importancia para el sistema de fijacion de nitrogeno. El componente I es una
Ferromolibdoproteina de peso molecular 220000-240000 d, constituida por cua-
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tro subunidades (@, 3,) y que contiene dos dtomos de M0+,F24-32 4tomos de Fe ™"

y una cantidad d¢ azufre dcido-ldbil aproximadamente igual a la de Fe+f3). El
componente II es una Ferroproteina de peso molecular 57000 - 65000 d consti-
tuida por dos subunidades (&,) que contiene un grupo sencillo no hémico 4Fe-4S
7).

Asi pues, tanto Fe como Mo™ * son parte integrante del sistema Nitroge-
nasa, aunque el hierro estd presente también en otros sistemas enzimdticos y de
transporte electronico en la célula bacteriana. No es ese el caso del Molibdeno
cuyas funciones se limitan casi por completo, en Azotobacter, al sistema de fija-
cion de nitrégeno, en donde realiza un importante papel en la reduccién del sus-
trato (5), Por lo tanto, limitaciones en la biodisponibilidad de Fe Jry sobre todo
de Mo T , afectardn a la biosintesis de la Nitrogenasa (15), influyendo sobre los
diferentes pardmetros bioldgicos y produciéndose logicamente, una notable dis-
minucién del crecimiento cuando el microorganismo se desarrolla en medios li-
bres en nitrogeno.

Ademis de las alteraciones producidas en el sistema de fijacion de nitrogeno, la
deficiencia de Fet T y Mo™ +puede inducir la formacion de quistes (10), que po-
seen una especial resistencia a los agentes fisicos (21, 22, 27) y pueden permitir
la supervivencia del microorganismo durante largos periodos de tiempo, en condi-
ciones de limitaciéon nutricional.

Este trabajo estudia la influencia de las limitaciones de Fe++y Mo™ T sobre el
crecimiento de Azotobacter vinelandii y las posibles consecuencias de estas limita-
ciones sobre la produccion de quistes, sintesis de proteinas, acumulacién de dcido
poli-j3 -hidroxibutirico (PHB) y resistencia a las radiaciones ultravioleta en este mi-
croorganismo. :

++

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos: El microorganismo base de nuestro estudio fue Azotobacter
vinelandii ATCC (American Type Culture Collection) 12837, el cual fue conserva-
do en medios de Burk, libres en nitrogeno (28).

Medios de cultivo: Se emplearon medips de cultivo que contenfan la composi-
cioén bidsica de sales referida por Burk (18), utilizando como fuente de carbono
glucosa al 0’5 por ciento.

En medios de Burk, las concentraciones de Fet y Mo++son 3y 1 mMres
pectivamente. Para la determinacién de las concentraciones limitantes se prepa-
raron diferentes diluciones de estos iones, permaneciendo inalteradas el resto de
las sales que constituyen el medio de Burk. Las concentraciones ensayadas fueron:
1,01,001uM y 1 uM para el molibdeno y 3, 03, 003uM y 3uM en el caso del
hierro.

Condiciones generales de cultivo: Todos los medios de cultivo, una vez inocu-
lados, fueron incubados a 28°C y en agitacién continua (exceso de oxigeno). El
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pH fue determinado a los diferentes tiempos de la curva de crecimiento, mante-
niéndose constante entre 7y 7 2.

Curvas de crecimiento: Una vez preparados los medios de cultivo (con un vo-
lumen final de 50 ml) a las diferentes concentraciones de Fet t y Mot se ino-
cularon con células de Azotobacter vinelandii ATCC 12837 (1 ml de indculo con-
teniendo 5 x 10° células en medios limitados en molibdeno y Sx 100 células en
medios limitados en hierro), procedentes de un medio libre en nitrogeno, incuba-
das durante 48 horas seglin las condiciones de cultivo anteriormente resefiadas.
Se realizaron las curvas de crecimiento del microorganismo cultivado en los dife-
rentes medios, determinindose el mimero de células viables/ml a las 0, 8, 12, 24
y 48 horas de incubacion. El recuento de las células viables se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita por Miles y Misra (14) empleando como medio sélido para
recuento el propio medio de Burk adicionado de 15 por ciento de Agar.

Para la eleccion de las concentraciones de Fet t y Mo™ +que originaran una
limitacién en el crecimiento, se escogio el criterio de Tsai et al. (24), segtin el cual
se considera limitante, aquella concentracion que supone una inhibicion del creci-
miento de un 40 por ciento aproximadamente con respecto al medio control.

Recuento del numero de quistes: La presencia de formas quisticas se investigd
en cada caso mediante la técnica descrita por Vela y Wyss (26).

Determinaciones quimicas

Proteinas: Para la determinacion de proteinas se utilizo la técnica de Lowry
et al. (13).

Acido poli-p -hidroxibutirico: Se sigui6 la metodologia descrita por Law y
Slepecky (9) empleando la sal sodica del dcido poli-J -hidroxibutirico en la curva
de calibrado.

Sensibilidad a la radiacion ultravioleta y capacidad de fotorreactivacion: Las sus-
pensiones bacterianas procedentes de medios limitados en Feit | y Mo 'y me-
dios control de 24 y 48 horas de incubacion, una vez ajustadas a una D.O. de 06
(620 nm), se sometieron a la radiacién ultravioleta empleando una limpara
ATOM UV-70 (320 nm) durante tiempo de exposicion de 3, 6 y 12 segundos.
Asimismo se investigd la capacidad de fotorreactivacion usando una limpara
Philips, Argaphoto BM de 500 W, siguiendo la metodologia descrita por Vela y
Peterson (25).

RESULTADOS

En la Figura 1, se pueden observar las curvas de crecimiento de Azotobacter
vinelandii ATCC 12837 cultivado en medios limitados en Fet T (Figura la) y
Mo (Figura 1b). La disminucion en las concentraciones de los iones limitantes,
origina tasas de crecimiento progresivamente menores; asimismo, a medida que au-
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FIGURA 1.— Curvas de crecimiento de Azotobacter vinelandii ATCC 12837 cultivado

en: a) Medios de Burk's adicionados de 3 mM de Fe't (control) (e—e)
0'3 mM de Fe'* (0—0), 0'03 mM de Fe++ (0--® y 3 uM de Fe™* (0-0).
b) Medios de Burk's adicionados de 1 mM de Mo** (control) (@--e), //

0'1 mM de Mo** (0—0), 0'01 mM de Mo*" @—@) y 1 uM de Mo’ (0—O).




ARS PHARMACEUTICA 231

menta la limitacién mineral, el microorganismo muestra un incremento en su fase
de reajuste (fase lag) en relacion al medio control. De esta forma, en medios limi-
tados en Fe , concentraciones inferiores a 0 3 mM originan periodos de adap-
tacion proximos a las 24 horas, obteniéndose a partir de esta concentracién curvas
de crecimiento con pendientes muy pequefias en fase de crecimiento. Resultados
andlogos se obtuvieron en medios limitados en Mot * , donde por debajo de la
concentracion de 0’01 mM, la fase de reajuste se incrementa aunque la pendiente
de la curva, en la fase de crecimiento, es semejante a la obtenida en medios con-
trol. La concentracion de Fet que origind un 49 por ciento de inhibicion del
crecimiento, fue 03 uM (Figura 1a). En el caso del Mo ™ " la concentraci6n limi-
tante seleccionada fue 1 uM produciendose una inhibicion del crecimiento del 39
por ciento (Figura 1b).

Paralelamente a los recuentos de células viables se determind el nimero de cé-
lulas quisticas presentes en los cultivos. La proporcion de formas quisticas fue su-
perior en medios limitados especialmente en Fet , donde se alcanzaron valores
del 3540 por ciento a las 48 horas de incubacién.

Una vez seleccionadas las concentraciones limitantes de Fe™ y Mo™ ¥ se reali-
zaron las determinaciones analiticas anteriormente mencionadas. En la Tabla I se
muestran las concentraciones de proteinas y 4cido poli-f -hidroxibutirico (PHB)
en los distintos medios de cultivo a las 24 y 48 horas de incubacion. Segin se des-
prende de estos resultados, no existen diferencias notables en las concentraciones
de estos componentes celulares entre los medios limitados en Mo y medios
control. Sin embargo, en medios limitados en Fet +, la concentracion de protei-
nas a las 24 horas de incubacidn es sensiblemente inferior. Este resultado podria
ser debido a una menor actividad biosintética, consecuencia del incremento en la
fase de reajuste que se prolonga hasta las 24 horas de cultivo (Figura 1a). Asimis-
mo, la concentracién de 4cido poli-f -hidroxibutirico a las 48 horas de incubaci6n
en medios limitados en Fe es considerablemente superior a la encontrada en
los demés medios. Una explicacion a este resultado puede establecerse en base al
nimero de quistes que fue siempre superior bajo limitacion de hierro.

Los resultados obtenidos en los estudios de sensibilidad a la radiacién ultravio-
leta y capacidad de fotorreactivacidn, a las 24 y 48 horas de incubacion, se mues-
tra en las Figuras 2 y 3 respectivamente, donde se pueden observar las curvas de
supervivencia del microorganismo y su capacidad de fotorreactivacion en los dife-
rentes medios estudiados.

En las Figuras 2 y 3 se puede apreciar un incremento de la sensibilidad a la ra-
diacion ultravioleta en medios control, en funcién de la edad del cultivo, hecho
que no se manifiesta bajo limitacion mineral, donde el grado de resistencia es rela-
tivamente constante con independencia del tiempo de cultivo. Esta menor sensibi-
lidad de las células de Azotobacter ala radiacion ultravioleta, se vio ademads incre-
mentada en funcion del tiempo por una mayor capacidad de fotorreactivacion,
aunque este aumento podria atribuirse a la mayor proporcion de formas quisticas.



28 ARS PHARMACEUTICA

24h

100 ¢ Control

80 1 I \
3 6 12
100 ¢ Limitado en Fe
©
o
C
[+]
2
2
[+]
(o}
3
)
=~ 80 ; : :
3 6 12
100 ¢ Limitado en Mo

3 6 12
Tiempo (seg)

FIGURA 2.— Sensibilidad a la radiacién UV (e——e) y capacidad de fotorreactiva-
cibn (e—e) en cultivos de Azotobacter vinelandii ATCC 12837 a las /

24 horas de incubacifn.
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FIGURA 3.— Sensibilidad a la radiacién UV (e---e) y capacidad de fotorreactiva-
ci6bn (e—e) en cultivos de Azotobacter vinelandii ATCC 12837 a las /
48 horas de incubacién.
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DISCUSION

El crecimiento de Azotobacter en medios libres en nitrogeno esta condicionado
por un minimo de exigencias nutricionales entre las que se incluyen la presencia
de una fuente hidrocarbonada y un conjunto de iones minerales, destacindose por
su mayor requerimiento Ca++, Mg++y M0++(10).

Han sido muchos los investigadores que han estudiado el efecto de la limitacion
mineral sobre el crecimiento de los microorganismos (1, 2, 4, 6, 16, 17, 20, 24,
29), encontrando disminuciones importantes en las tasas de crecimiento, incluso
en algunos casos, incapacidad para iniciar el desarrollo (1). En nuestros resultados
(Figura 1) queda reflejado el efecto que determina una limitacién progresivamente
mayor en Fe y Mo’ ', en cultivos de Azotobacter vinelandii. A la vista de las
curvas de crecimiento, se puede afirmar que a medida que aumenta la limitaci6n
mineral, el microorganismo encuentra una mayor dificultad para iniciar su creci-
miento, y las tasas de crecimiento van disminuyendo con respecto a medios con-
trol. Una explicacion a estos resultados podria establecerse pensando que el con-
tenido en Fe™ T y Mo Vintracelular va repartiéndose en las células hijas después
de cada division hasta que llega un momento en que se alcanza un nivel minimo
de Fet y Mot * , a partir del cual, el microorganismo es incapaz de dividirse.
De esta forma, a medida que aumenta la limitacién mineral, la bacteria agota mas
rdpidamente su concentracion intracelular de F et to Mo+4_ , alcanzando tasas de
crecimiento inferiores.

Tsai et al. (24), obtuvieron anélogos resultados en medios limitados en fosfato,
demostrando que por debajo de una determinada concentracion intracelular de
fosforo, la division del microorganismo no es posible. Segiin estos autores (24), la
limitacion mineral no ejerce efecto alguno sobre la sintesis de proteinas y dcidos
nucléicos, manteniéndose dentro de valores constantes; sin embargo, la fosforila-
cioén oxidativa para la obtencién de cnergia, se ve muy afectada por lo que la cé-
lula inhibe la sintesis de ATP y las rutas biosintéticas, desviando la degradacion de
la fuente carbonada hacia la sintesis de PHB. Nuestros resultados (Tabla I) estin
de acuerdo con los obtenidos por Tsai et al. (24) ya que la concentracién de pro-
teinas en condiciones de limitaciéon es muy semejante a la obtenida en medios
control. Asi pues, podria pensarse que la deficiencia en Fet y Mo++produce
en el microorganismo una incapacidad para la divisién celular pero no impide que
la célula siga su actividad biologica.

La formacion de quistes ha sido una de las caracteristicas mas extensamente es-
tudiadas en miembros de la familia Azotobacteraceae. Segiin Winogradsky (30)
la formacién de quistes puede ser inducida en medios libres en nitrogeno, con
n-butanol como unica fuente de carbono. Investigaciones posteriores (21, 22, 27)
pusieron de manifiesto una mayor capacidad de resistencia a los agentes fisicos
(desecaci6n, sonicacion, ruptura mecénica, radiaciones) por parte de los quistes
en comparacién con células vegetativas, asignandoseles el papel de formas de resis-
tencia de Azotobacter en la naturaleza. Layne y Johnson (10) demostraron que
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TABLA 1.- Concentraci6n de protefnas y &cido poli—p—hidroxibutirico en Azoto-

bacter vinelandii ATCC 12837 cultivado en medios limitados en Fe** y.

++
Moy medios control a las 24 y 48 horas de incubacién.

% de Peso Seco

Medios de cultivo Proteinas (a) PHB (b)

24 h 48 h 24 h 48 h
Burk's control 5317% 315 49's I 310 135 o's 95t s
Burk's 1 uM Mo*" 50'0 £ 20 423 ¥ 315 12's o5 110 E 10
Burk's 0'3 mM Fe*? 26 15 a6 L 0's 151 10 20 ¥ 20

(a) mMétodo de Lowry et al. (1951)
(b) Método de Law y Slepecky (1961)

las deficiencias minerales podian inducir, igualmente, la formacién de quistes en
Azotobacter, encontrando que la proporcion de quistes varia con el tipo de i6n
mineral que produce la limitacioén. Sin embargo, parece ser que las propiedades de
las cubiertas externas (exina e intina) de los quistes inducidos por deficiencia mi-
neral son diferentes a las de los quistes obtenidos en medios con n-butanol(10); en
investigaciones posteriores Layne y Johnson (11) muestran que los quistes de
Azotobacter inducidos por deficiencia mineral poseen las mismas propiedades de
resistencia a los agentes fisicos que los quistes inducidos en medios con n-butanol,
por lo que podria concluirse que las caracteristicas de resistencia no residen en las
cubiertas externas del quiste (11).

Segln nuestros resultados, la proporcion de quistes es muy superior en medios
limitados en Fet + , hecho que estd de acuerdo con los resultados obtenidos por
Layne y Johnson (10). Este aumento en la proporcion de formas quisticas en me-
dios limitados en Fe™ * , puede explicar el incremento en la concentracion de
cido poli- 5 -hidroxibutirico, ya que en la formacion del quiste es imprescindible
una mayor sintesis de este polimero de reserva (12, 19, 23).

Con respecto a los estudios de sensibilidad a la radiacién ultravioleta, segin
se desprende de los resultados obtenidos (Figuras 2 y 3), la limitacion mineral,
y en especial, la limitacion de Fe + , favorece la resistencia a estas radiaciones.
Esta mayor resistencia, podria explicarse por el aumento en la proporcién de
quistes (25).

A la vista de nuestros resultados puede pensarse que una limitacién en la bio-
disponibilidad de Fe' T oMo™ Tenla naturaleza, implica en Azotobacter el de-
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sarrollo de una serie de mecanismos de respuesta a esta limitaciéon. En habitat
naturales, las concentraciones de los nutrientes se ven sometidas a grandes fluc-
tuaciones de forma que en muchas ocasiones, se originan limitaciones o deficien-
cias que pueden determinar la supervivencia del microorganismo. En este sentido,
Azotobacter posee la capacidad de desarrollar en condiciones de deficiencia mi-
neral células diferenciadas que presentan un elevado grado de resistencia a los
agentes fisicos, los quistes. Ademas, la limitaciéon mineral provoca en el microor-
ganismo un crecimiento mds lento, por lo que aumenta su resistencia a la radia-
cion ultravioleta y se induce un sistema de fotorreactivacion (Figuras 2 y 3) que
permite una replicacion mdés eficiente del material genético dafiado. Aunque la
bibliografia describe que la limitacién en Mo posee una mayor influencia
sobre Azotobacter que la limitacion en F et t , en nuestros resultados se puede
observar un mayor grado de respuesta a la limitacion en Fe© ;1o que se refleja
en las concentraciones de proteinas y dcido poli-5 -hidroxibutirico y en la propor-
cion de quistes. Creemos que una explicacién a estos resultados podria estable-
cerse en base a la capacidad que posee Azotobacter para acumular grandes canti-
dades intracelulares de Mot , que podrian ser utilizadas en condiciones de li-
mitacion (18).
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