FRACCIONAMIENTO Y RECUPERACION DE ORGANELOS CELULARES Y BACTEROIDE A
PARTIR DE NODULOS DE RHIZOBIUM EN FRIJOL (Phaseolus vulgaris) NEGRO JAMAPA
PARA ESTABLECER LA RELACION EN ACUMULACION DE DERIVATIVOS DE FOLATOS

CON LA FIJACION DE NITROGENO.
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Introduccion.

La fijacién de nitrégeno atmosférico (N,) en leguminosas
se lleva a cabo a través de la simbiosis con
microorganismos fijadores conocidos como Rizobacterias,
La bacteria penetra en la raiz formando nédulos y
convirtiéndose en un bacteroide. En leguminosas como el
frijol, el bacteroide transforma N, en amoniaco (NHs) y
después este es metabolizado a ureidos por la planta (1).
La produccion de ureidos necesita de la biosintesis de
novo de purinas, la cual requiere de cofactores derivados
del tetrahidrofolato (THF) conocidos como “folatos”.
Previamente se ha sugerido que la reserva de folatos en
la simbiosis podria tener un impacto directo en la fijacion
de nitrogeno (2). En plantas, la ruta biosintética de folatos
es altamente compartimentada, la sintesis de novo ocurre
en mitocondria, plastidos y citosol. Por otro lado, la sintesis
de novo de purinas se da principalmente en plastidos y en
mitocondria en células infectadas (3).

Objetivo: Establecer una metodologia eficiente basada en
gradientes de densidad y/o dos fases acuosas (ATPS)
para optimizar el fraccionamiento de bacteroide, plastidos
y mitocondria a partir de nédulos de Rhizobium etli en frijol
negro Jamapa para la caracterizacién de los derivativos de
folatos.

Metodologia. En el fraccionamiento de bacteroide se
utilizé un gradiente con 5 concentraciones de Percoll (82
.72 ,60 ,45 y 30%) (4); en mitocondria se utilizd6 un
gradiente con 2 concentraciones de Percoll (40 y 21%) (5).
Se evalla la particion de los compartimentos de interés en
ATPS, Polietilenglicol 3350 — Dextrano T500, con un peso
total de 5 g y con longitudes de linea de corte (LLC) de 19
y 25 %. Se realizaron reacciones enzimaticas para
determinar la identidad y pureza, para plastidos con el
ensayo NADP-GAPDH, fumarasa para mitocondrias y B-
hidroxibutirato deshidrogenasa para bacteroide. La
determinacion de folatos se realiza a través de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplado
a un detector electroquimico (6).

Resultados. Dos fracciones fueron aisladas; una de 70-
82% de Percoll correspondiente al bacteroide y una
fraccion de 60-70% constituida por una mezcla entre
bacteria en transicion y bacteroide. Se determind el perfil
de folatos y se compararon sus contenidos asi como con
los del extracto de los nédulos de procedencia. s. En la

Figura 1 se muestra que el perfil de folatos es muy similar
entre las muestras evaluadas, siendo predominante la
especie 5-CH;-THF (60%). Adem&s, Se puede observar
gue el bacteroide solo aporta de 16 a 20% de los folatos

totales presentes en el extracto de nédulo.

Perfil del contenido de folatos en extracto y bacteroide de
Rhizobium etli

300
.

B 5-CHO-THF

N
o
o

M 5,10-CH=THF

10-CHO-DHF

5-CH3-THF

[any
o
o

pmol mg proteina

W THF +5,10-CH2-
THF

—m—

—=
O — ——
Extracto de nodulos

Bacteroide  Bacteria en transicion

Fig. 1. Perfil de las especies de folatos presentes en extracto,
bacteroide y bacteria en transicion de nédulos de Rhizobium etli en frijol
negro Jamapa.

Lo resultados preliminares en mitocondria muestran que
acumula principalmente 10-CHO-DHF (30-55%) y que la
acumulacion de 5-CH;-THF es menor del 40%, Un perfil
de folatos diferente al observado en bacteroide.
Conclusiones. Se puede inferir que alrededor de un 80%
de los folatos en el nodulo se estdn acumulando en
compartimentos de la célula vegetal y solo un 20% en el
bacteroide. Se logro establecer metodologias de
fraccionamiento basadas en centrifugacién por gradientes
de densidad para los organelos celulares y también se
reporta el comportamiento de particion de dichos
organelos en ATPS. Desarrollar metodologias de
fraccionamiento subcelular en este tipo de interacciones
podria ayudar a futuras investigaciones de regulacion de
metabolismo en otras interacciones microorganismo-
planta.
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