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Abstract 

Rhizobium tropici, a nitrogen-fixing bacterium that establishes a symbiotic association 

with different legumes, has a great versatility to use a large speetrum uf carbon sources in 

the free-living state and in symbiosis. A striking feature of this bacterium is the presence 

of two genes that encole a citrate synthase enzyme. Une of them is located on the 

chromosome and the other on the symbiotic plasmid. A strain mutated in both genes do 

not fix nitrogen and show a decrease in the number of nodules, devoid of bacteroids. A 

mutation in the chromosomal gene shows 38% of the number of nodules and 30% of 

nitrogen fixation compared to the wild type strain. Strains mutated in the plasmid gene 

(Km) show 70% of the number of nodules and 80% of the nitrogen fixation with respect 

to the wild type strain. Therefore the expression of both genes is required for the 

symbiotie process. The expression of the chroinosomal gene copy is detected both in 

free-living state and in symbiosis while that of pcsA only in symbiosis. Since we wanted 

to know more about the origin and the role of the plasmid gene we sequenced the 

upstream region of the pcsA gene and found an IS3-like insertion sequence, which may 

be involved in the regulation of pesa. We also identified other putative ORFs of 

anaplerotic pathways of the Krebs cycle. We show some advances in the study of these 

ORFs and their possible role in free-living state and symbiosis. 

Vo.Bo. Esperanza Martínez Romero. 

Director de Tesis. 
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Resumen. 

Rhizobium tropici, bacteria fijadora de nitrógeno que establece asociaciones simbióticas 

con múltiples leguminosas, posee una gran versatilidad metabólica para la utilización de 

diferentes fuentes (le carbono tanto en vida libre como en simbiosis. Una característica de 

esta bacteria es la presencia de dos genes que codifican para la enzima citrato sintasa. Uno 

de estos genes se encuentra en el cromosoma bacteriano mientras que el otro se localiza 

en el plásmido simbiótico. Mutaciones en ambos genes provocan un fenotipo Fix-  y una 

drástica reducción en el número de nódulos los cuales están desprovistos de bacteroides. 

Mutantes en el gene cromosomal muestran un 38% del número de nódulos y una actividad 

de fijación de nitrógeno del 30% con respecto a la cepa silvestre. Mutantes en el gene 

plasmidico (pesA) muestran un 70% del número de nódulos y una fijación (le nitrógeno del 

80%. Por lo tanto la expresión de ambos genes esta involucrada en el proceso simbiótico. 

La expresión del gene cromosoma' se detectó tanto en vida libre como en simbiosis, 

mientras que la del gene plasmídico está condicionada al proceso simbiótico. Con el 

propósito de conocer más acerca del papel y origen del gene plasmidico secuenciamos la 

región 5' del mismo y encontramos una secuencia de inserción del tipo 19, la cual 

posiblemente está involucrada en la expresión del gene pcsA. También identificamos otros 

ORFS de vías anapleróticas del ciclo de Krebs. Presentamos avances del estudio de estos 

°RFS así como de su probable papel en vida libre y en simbiosis 
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Introducción 

El nitrógeno constituye gran parte del peso de plantas (1-10%) y animales (10-30%) (1). 

El nitrógeno es indispensable para la producción vegetal. Las deficiencias de este elemento 

en el suelo ocasionan reducción en la producción y en la calidad de las cosechas. El 

nitrógeno constituye más del 70% del total de la atmósfera, y sólo puede ser asimilado por 

procariontes fijadores de nitrógeno. Algunos de ellos tales como Klehsiella, Anahaena, 

Azolobacler y Azaspirillum lo fijan en vida libre para satisfacer sus requerimientos 

nitrogenados. Otros organismos obtienen nitrógeno de la atmósfera mediante procesos 

simbióticos. Un ejemplo de asociación simbiótica es la que se establece entre bacterias del 

género Rhizohiuni con plantas leguminosas. Esta asociación parece ser muy antigua ya 

que ha llevado a una serie de eventos coevolutivos entre ambos participantes, entre los 

que destacan el reconocimiento específico y el intercambio de señales, dando como 

resultado estructuras llamadas nódulos en las cuales se lleva a cabo la fijación biológica del 

nitrógeno (Fix-1.). 

Fijación Biológica del Nitrógeno. 

Las leguminosas, el grupo de plantas más importantes relacionadas con la fijación 

biológica del nitrógeno, posee más de 15,000 especies, de las cuales aproximadamente 

200 son cultivadas por el hombre. La familia está dividida en tres subfamilias. En la 

subfamilia Papilonoidea se encuentran géneros como Aledicago, Trifolitun, Dalea, 

Crotalaria, 	Vigila, Pi,slun y Pliaseolus entre otras. Un menor número de géneros se 

clasifican en la subfamilia Caesalpinoidea, mientras la Alimosoidea es la subfamilia más 

pequeña, con géneros como Leucaena y Acacia. La gran mayoría de las leguminosas 

forman asociaciones simbióticas con Rhizobinm. Esta asociación en la cual se lleva a cabo 

la fijación de nitrógeno tiene considerable importancia ecológica como económica. 
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El microsimbionte. 

Las bacterias del género /?hizobium son habitantes normales del suelo. Son bacterias 

Gram-  pertenecientes a la rama u de las proteobacterias según la clasificación de Woese 

(2). El tamaño de su genoma se ha calculado entre 5300 KB (3, 4) y 8700 K13 (5). En 

teoría se calcula que Rhizobium posee más de 3000 genes (6). Una gran parte de su 

información genética reside en plásmidos de alto peso molecular (7). Uno de los 

plásmidos más ampliamente estudiados es el denominado plásmido simbiótico (pSym), en 

el que se encuentran los genes para el establecimiento de la simbiosis: los genes comunes 

de modulación nociABC, el gene nodD, los genes de especificidad del hospedero y los 

genes fix y nif (8). Además del pSym se ha visto que en otros plásmidos reside 

información genética importante para la simbiosis, los procesos metabólicos, la utilización 

de compuestos aromáticos y de fuentes carbonadas como ramnosa, sorbito', adonitol, 

homoserina, arginina, 	arabinosa, glicerol, inositol y lactosa (9, 10). Por lo tanto, 

se propone que en Rhizobium, plásmidos y cromosoma constituyen una unidad funcional 

que determina tanto el proceso simbiótico así como algunas funciones esenciales de la 

célula (10). 



Ta X0110111 ía de Rhizobium. 

Dentro de los géneros Rhizobium, ProdyThizobium, Sinorhizobium V Azorhizobium se han 

descrito las siguientes especies. 

Género 	Especie 	biovar 	Principal planta asociada. 

1?hizobium 

Rhizobium. 	meliloti 
	

Medicago, Alelihmrs, 151gonella 

Rhizobium 	.fredli 
	

Glyeine mar, (.r. soja. 

RhiZObillrn 
	

legutnino.varum 

Rhizobium 

Rhizobium 

Rhizobitun 

RhiZObill111 

tropici. 

eili. 

galegae. 

loli 

hitalatii 

by. viciae. 

bv. 

phaseoli. 

Vicia, l'islam 

Phaveohts vulgaris. 

Amplio espectro de nodulación 

Amplio espectro de nodulación. 

:;alega qffleinalis, G.orientalis. 

Lotus spp. 

Astralagus sinicus. 

Sinothizobium 

Sittorhizobillni when 
	

Acacia, Seshattia. 

Sinorhizobium tetrulga 
	

Acacia, Seshania. 



Género 	 Especie 	 Principal planta asociada .  

/3radyr.  hizobium. 

Bradyrhizobium 	 japotliCUM 	 MaX. 

BlYklyThizobium 	 G. max. 

Azorhizobium 

Azothizobilini 	 caulinodans 	 Sesbattia rostrata. 

Además de estas especies se han aislado una gran cantidad de bacterias que poseen la 

capacidad natural de formar nódulos fijadores de nitrógeno con distintas leguminosas, sin 

embargo estas bacterias no han sido clasificadas. Son necesarios estudios de taxonomía 

para poder conocer las relaciones genéticas y la posición taxonómica de éstas bacterias. 

También es importante explorar sus características simbióticas, ya que la mayoría nodulan 

diferentes leguminosas. En nuestro laboratorio se han aislado bacterias de nódulos de 

Dalea leporina, Macroptillium gibbosifidium, y (Vitoria tetwatea. liemos observado que 

estos Rhizobitun spp también poseen la habilidad de nodular Phaseolus v•ulgaris y 

Lencaena. Nosotros determinamos la posición filogenética de estas bacterias analizando la 

secuencia parcial de los genes 16SrRNA, también exploramos las capacidades simbióticas 

de estos aislados con varias leguminosas de las subCamilias It4unosoidea y Papilonoidea. 

Los resultados de este trabajo se muestran en el Apéndice I. 
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Formación del Nódulo. 

El establecimiento de la simbiosis /?hizobinin - leguminosa provoca la formación de una 

estructura altamente diferenciada llamada nódulo. 1.,a fbrmación de un nódulo requiere un 

intercambio de señales entre la bacteria y la planta. Este dialogo se inicia con el 

reconocimiento por la bacteria a ciertos flavonoides y compuestos fenólicos excretados 

por la planta (11). Los flavonoides inducen la activación de los genes de nodulación a 

través del producto del gene NodD (12 13), y estimulan la formación de un compuesto 

denominado factor de nodulación. Esta molécula es un oligomero de N-acetil glucosamina 

con diferentes modificaciones químicas. En la Figura A se muestra el factor de nodulación 

de Rineliloti (14) así como los genes que intervienen en la síntesis del mismo. 

Fig A 



En la síntesis del factor Noel participan diferentes procesos enzimáticos. NodM es similar a 

glucosamino sintasa (15) y sintetiza los precursores de N-acetyl glucosamina. NodC es 

homólogo a Tibio sintetasas y polimeriza las unidades de glucosamina por medio de 

enlaces ís 1-2. Nodl3 remueve el grupo acetilo en el extremo no reducido, liberando el 

sitio donde NodA transfiere el lípido formado por NodEF. Los genes nod/1PQ codifican 

para las enzimas que catalizan la sulfatación del factor de nodulación (14). Los genes 

nodABC (16) están presentes en todos los Rhizobium mientras que nodl-IP (17, 1 8) y 

nodEF (19) son especie específicos y son determinantes de la especificidad del hospedero. 

Las mutantes en los genes no(M/3(.... son incapaces de nodular mientras que las mutantes 

en genes de especificidad del hospedero alteran el rango de nodulación de la bacteria o la 

eficiencia de nodulación. El proceso por el cual se lleva a cabo la síntesis del factor de. 

nodulación parece ser una vía común entre las Rhizohiaceas. Las variantes en el esqueleto 

de N- acetyl glucosamina tales corno su longitud y las modificaciones químicas como el 

tipo de lípido, el sulfato, el carbamilo, la fucosa, la metíl o acetil fucosa dependen de. la 

especie de Rhizohiran. 

El factor de nodulación es considerado como la principal serial en el proceso simbiótico, 

ya que los factores purificados de R. Inernoli y R. lega ninosaram by riciae, provocan 

delbrinaciones de los pelos radiculares, y son capaces de inducir estructuras similares a 

nódulos en Medicago sativa y richt sativa (19,20 ). 

El factor induce la reestructuración del citoesqueleto provocando la deformación y 

enroscamiento de los pelos radiculares, Esto ocasiona el encapsulamiento de las bacterias 

y el inicio de la formación del hilo de infección, por el cual las bacterias penetran al córtex 

de la planta en donde se diferencian a bacteroides; los cuales llevan a cabo la fijación 

biológica del nitrógeno, 
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Genes de la planta que se exlpr•esan en simbiosis. 

La presencia de Rhizobium así como el factor de modulación per se alteran la expresión de 

genes de la planta. Los productos de genes de la planta que se inducen en el nódulo han 

sido denominados nodulinas y participan en la formación y fimcionamiento de las 

estructuras nodulares. Las nodulinas han sido divididas en tempranas y tardías. 1..,as 

tempranas intervienen directamente en la morfogénesis del nódulo. Durante la infección de 

las células vegetales se han identificado entre otras la 111142, la R.1144 (21, 22), y la enol) 

12 (23), en plantas de chícharo, soya, y alfalfa. Las nodulinas tardías crean y sustentan el 

ambiente apropiado para la fijación de nitrógeno y la asimilación de los compuestos 

nitrogenados por parte de la planta. Muchas de ellas se han donado y secuenciado. tina 

de éstas es la leghemoglobina, Esta nodulina constituye hasta el 25% de la proteína soluble • 

total del nódulo maduro dando el característico color .rosado (24). Otras nodulinaá como 

la uricasa II (25), la glutamino sintetasa (26), la sacarosa sintetasa (27) -.y la PEP 

carboxilasa realizan funciones que no sólo se restringen al- funcionamiento del nódulo. Al 

parecer estas enzimas se adaptaron para cumplir con las nuevas necesidades fisiológicas y 

metabólicas que impone la simbiosis. 

Mientras que loS genes simbióticoS tanto de modulación como de fijación han sido 

ampliamente estudiados en Rhizobium, los genes relacionados con la sobrevivencia y- el 

crecimiento de la bacteria durante la interacción con la .planta han recibido menor • 

atención. Se requiere-una tasa de crecimiento que asegure una concentración adeCuada de 

bacterias para infectar eficientemente las células vegetales y lograr niveles altos de.fijaCión 

de nitrógeno. Para alcalizar esta tasa óptima debe existir un acoplamiento metabólico entre 

el . Rhizobium y su planta hospedera. 
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Metabolismo del carbono en /U/izo/dm/1 

Estudios bioquímicos del metabolismo del carbono en Rhizohilun han revelado que esta 

bacteria utiliza una gran cantidad de fuentes de carbono en vida libre, como sacarosa, 

glucosa, fructosa, Enanito!, hexosas, pentosas, disacáridos, trisacáridos, ácidos orgánicos y 

algunos compuestos aromáticos como autranilato, protocatecato y quimil() (28). Se sabe 

que la vía de asimilación de diferentes compuestos en algunos casos es constitutiva. Por 

ejemplo, el transporte de sacarosa en R. frifilli y R. legnminasurum es constitutivo, 

mientras que en 1?. incliloti es inducible (29). Para glucosa el sistema es constitutivo y se 

ha descrito en Rhizobium y Bratlyrhizobium. Este tipo de transporte parece ser activo y 

requerir de energía en la membrana, El transporte de azúcares en Rhizobium meliloti y B. 

japonicum está sujeto a represión catabólica (30 31, 32). 

En Rhizobium existe una vía especializada en simbiosis para la asimilación de los ácidos 

dicarboxilicos. Este sistema es codificado pollos genes tIciA13D (33,34). Es inducible y se 

expresa en presencia de succinato, malato y fumarato. En algunas especies de Rhizobium, 

como R. loti y R. Mi, un transporte eficiente de ácidos dicarboxilicos requiere energía y 

depende de cationes como Mg2-1-  o Cali". En algunos casos la disponibilidad de sólo el 

magnesio y la falta de calcio provoca una fase lag muy pronunciada en 1?. 	En otros 

casos, como en I?. iropici y 1?, 	no se requieren cationes para transportar los 

ácidos dicarboxilicos (35). Se sabe que la presencia de ácidos dicarboxilicos inhibe los 

sistemas de transporte de azúcares en algunas especies de /?hizobium, 

Otro tipo de compuestos que utiliza Rhizobium como fuente de carbono son los 

compuestos aromáticos. R. legnminosarum 	puede utilizar compuestos corno 

catecol (36) protocatecato, quinato, cumarato, ferulato, dihidroxibenzoato,  

hidroxibenzoato y trihidroxibenzoato. Rhi2ohium legnminosarmn también posee la 

12 



habilidad (le utilizar los anteriores compuestos. R. nwliloti puede utilizar antranilato, 

quinato, y protocatecato. 13. japonicum y otras Rhizobium ápp también pueden utilizar una 

gran cantidad de compuestos aromáticos e hidroaromáticos (37). En el ambiente 

rizosférico los compuestos aromáticos se encuentran en forma libre o unidos 

covalentemente a azúcares. Estos compuestos son producto de la degradación de la 

lignina y otros productos de las plantas. Se ha propuesto que estos compuestos también 

actúan como quimioatrayentes de las bacterias (37). La habilidad de Rhizobiwn de poder 

utilizar estos compuestos en la naturaleza le aseguran una sobrevivencia y competitividad 

importante en el suelo. 

Las vías metabólicas que se han descrito en Rhizobhun para la degradación y utilización de 

diferentes fuentes de carbono son Entner Doudoroff, Pentosa fosfato y Embden Meyerhoff 

Parnas, A continuación se presenta una sinopsis de estas vías metabólicas. 

13 



2-celo-3- Deoxi 6-P-Gluconato 

2-cato-3-Dooxl-6-Fosfogluconato aldolasa 

Filbulosa-5-P 

.Fntiier Doudoroff. 

Esta ruta catabólica se encuentra en I?. legumino.s.arum, 1?. meliloti, 1?. 	13. 

japonicum y diferentes Rhizobium .spp (33 38). Se expresa cuando la bacteria crece en 

fuentes de carbono como sacarosa, fructosa y glucosa. Las enzimas principales son la 6-P-

gluconato dehidratasa y -  la 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconat o aldolasa. El piruvato 

producido ocupa una posición clave en el metabolismo intermediario. Mediante la 

descarboxilación de éste se forma la acetil-coenzimaA (acetil-CoA) que entra al ciclo de 

Krebs. Esta vía • ha sido descrita en Muchas otras bacterias como Psendomonas 

Rhodoseudomonav, y Agrobacterium. 

Enlner Doudorofl 

Glucosa 

4,  GlucoquInasn * 

Glucosa 6 P 

6-P-Giu malo 

6-Fostoglucunnto dehicfratasa 

Piruvalo 
	

Gliceraidehido 3 P 

Acetil CoA 

Enzimas on negrillas. 

Sustralos letra normal 

Mutante fix 	* 
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Pentosa fosfato. 

La vía de la pestosa fosfato ha sido descrita en Rhizobium leguininosaruni, 	meliloll, 

R.frifolii, y R ,sp. NGR 234 (39). Opera en presencia de glucosa, gluconato, sacarosa y 

fructosa. Las enzimas principales son la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y la 6-

fosfogluconato deshidrogenasa la cual en algunos casos es NADP dependiente y en otros 

NAD dependiente. Estas enzimas funcionan sobre la glucosa-6-Cosfato, la cual es 

deshidrogenada con la ayuda de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, formándose ácido 

fosfoglucónico (6-P-gluconato), el cual es deshidrogenado por la 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa dando como producto ribulosa 5-fosfato que a su vez es usada en la 

síntesis de ácidos nucleicos. Una característica de esta vía es la generación de NADI-I que 

es utilizado en la síntesis de ácidos grasos. 

Pentosa fosfato 
Sacarosa 

Glucosa 

Glucosa 6 P 

lir  Glucosa 6-P deshltirogennso 

6-P-Gbiconato 

deshldrogenaso 

2-calo-3 Dooxi 6.P.G 	 Filbutosa-5-P 

Gliceraldolifdo a P 

Enzimas en negrillas 

Sustratos en letra normal 
	

Fosfoonol Piruvato 
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Embden Meyerhoff Parnas .  

Parece ser que la vía Embden Meyerhof Pautas (EVO') se encuentra en algunos 

Rhizobium como Rhizobiwn sp 321.11 y Bratbillizobium japonieum pero en otros no, 

como en 1?. frijblii (40,41). Esta ruta utiliza como sustrato fructosa, glucosa, tuanosa. La. 

fructosa es fosforilada por una fructoquinasa produciendo fructosa-6-fosfato, que es de 

nuevo fosforilada por una fosIbfructoquinasa produciendo la fructosa 1-6-difosfato que es 

hidrolizada por una aldolasa a dihidroxiacetona-lbsfato y gliceraldehido-3-fosfato, que a 

su vez puede transformarse en piruvato y dar finalmente acetil CoA. Esta via ha sido • 

también estudiada en R leguminosaruim, R ,sp. NGR234; sin embargo no se ha detectado 

la actividad de una. de las enzimas principales, la fosfoftuctoquinasa. 

La forma de metabolizar la glucosa a piruvato por la via EMP puede ser usada. por 

muchos microorganismos anaeróbicos como levaduras o bacterias fermentativas, 

Embden Mambo( Pareas. 

Fructosa 

Fructoquinasn 

Fructuosa 6P 

FoeforructoquInasa 

Fructuosa 1.6,DP 

4k--̀  DIIAP 	 G3P 

Fructosa DP aidoinsa 

* Mutruile Flieg fix+  

* Mutante fl.frietiloti fix " 

Enzimas en negrillas 
sustratos letra normal. 
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Además, Rhizobium Bradyrhizobium son capaces de utilizar compuestos de 3 carbonos 

(C3) tales como glicerol a través (le la vía glicero quinasa y glicerol fbsrato 

deshidrogenase para formar gliceraldehído-3-fosfato que producirá piruvato (42). Las dos 

enzimas participantes son inducibles. 

Compuestos (le dos carbonos como el acetato son metabolizados a través del ciclo del 

glioxilato por las enzimas isocitrato liasa y malato sintasa (43). Estas enzimas son 

inducibles y se ha observado que la isocitrato liasa se reprime en presencia (le succinato o 

azúcares como glucosa. El producto final del ciclo del glioxilato es la formación de 

succinato y malato que participan directamente en ciclo de Krebs. 

Es importante hacer notar que las diferentes formas de utilización de fuentes de carbono 

antes mencionadas han sido ampliamente estudiadas en /?hizobinin en vida libre, pero 

existe escasa información sobre estas vías en los bacteroides. Sin embargo, sí se ha 

analizado el papel de los distintos azúcares y-  ácidosdicarboxílicos en simbiosis. 

Ciertos azúcares como glucosa, sacarosa o fructosa son los principales - fotosintatos 

transiocados de la planta al nódulo. Sin embargo, no son rápidamente metabolizados o son. 

transportados a una tasa muy. baja por los bacteroides. Algunos reportes mencionan la 

posible impermeabilidad de la membrana peribacteroidal a .los azúcares (44).. Otros 

reportes indican que la glucosa, fructosa y sacarosa parecen ser transportados por difusión 

(45), Las mutantes que -pierden la actividad de glücoqüinasa o fruetoquinasa (46) en 

algunos casos poseen la habilidad de nodular y fijar nitrógeno a los mismos niveles de sus 

correspondientes cepas silvestres. • Aparentemente la capacidad de utilizar azúcares no-es -

esencial para el establecimiento - de una •simbiosis. efectiva. Sin embargo, se sabe que la 

glucosa y- la fructosa pueden ser usados como fuente decarbono•para-poder llevar a cabo 

la fijación de nitrógeno, medida como reducción de acetileno (47),. También existen 

reportes del metabolismo de hexosas en bacteroides de -R. lepminosarno (46) y se .  ha.  

reportado contrario a lo descrito por Glena en 1984 que una mutante en fructoquinasa. en 

me ilota nodula pero no fija nitrógeno (Fix-) (48) Mutantes en fosfogluCosalsoinerasa 
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tienen retardo en nodulación y la fijación de nitrógeno se encuentra disminuida. (419). De 

igual forma mutantes de R. melilrili en enolasa, fosfoglicerato quinasa, y gliceraldehido-3-

fosfato-dehidrogenasa son incapaces de lijar nitrógeno. Otro tipo de mutantes en 

gluconeogénesis, en la enzima fosfoenol piruvato carboxiquinasa ("kif ), muestran una 

fijación de nitrógeno reducida aunque en bacteroides de la cepa silvestre no se detecta la 

actividad de esta enzima (50). En I?. leguminosarum la misma mutación no ocasiona un 

fenotipo simbiótico deficiente; sin embargo, se observa actividad de esta enzima en el 

baeteroide en bajos niveles (51). Otra mutante en pckil en I? sp. NG11231 muestra en 

',enrola y Alacropillium una eficiencia de fijación de nitrógeno del 60°,/0 y 20% 

respectivamente. Sin embargo en ligna esta mutación presenta un Fenotipo Fix-  (52). 

Mutantes gleconeogónicas 

Fenotipo simbiótico tlx 	* 

Fenotipo simbiótico dependiendo de la planta C) 

Enzimas en negrillas 

Sustratos en lona normal. 

Gliceraldotildo-3-P 

GlIcornIdehldo-3-P-Doehldrogennen * 

1,3•DP•Glicorato 

Fogfogilcorato gubias') * 

3-P-Glicerato 

2-P-Glicmato 
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El hecho que una misma mutante tenga un diferente efecto simbiótico dependiendo de la 

planta sugiere que cada planta pi oporciona diftrentes compuestos carbonados al 

bacteroide. Los datos anteriores demuestran que los diversos azucares podrian jugar algún 

papel en simbios;s. 

Acidos orgánicos. 

• Los ácidos orgánicos son de particular interés ya que lofl la uincipal Fuente de carbone 

para mantener la fijación de nitrógeno. 1..,os intermediarios-  del cielo de Krebs son la mejor 

fuente de energía para el bacteroide. El sistema de transporte de ácidos dicarboxílicos se 

encuentra muy activo en el bacteroide y puede transportar fnmarato, malato y análogos de 

succinato. Mutaciones en los genes de transporte de ácidos dicarboxilcos (do) di:" 

Rhizobium provocan la Formación de nódulos inefectivos en Trifo/itun repon o Pisull: 

salislun (53). 

Ciclo de los ácidos Tricarboxílicos 

Otro ciclo importante tanto en vida libre como en simbiosis es el ciclo de los ácidos 

tricarboxilicos (TCA). La funcionalidad del ciclo de Krebs se ha evaluado en experimentos 

de radiorespirometria, y análisis de mutantes (54, 55). De este ciclo se derivan una gran 

cantidad de precursores para biosíntesis, tales como a-cetoglutarato, el cual produce 

glutamato para síntesis de proteínas, glicoproteinas, y otros aminoácidos como prolina y 

arginina. Cl TCA también provee oxaloacetato que es precursor de ácido aspártico para la 

síntesis de pirimidinas (DNA), proteínas y aminoácidos como treonina, metionina, 

isoleucina y !encina. A partir de oxalacetato se regenera piruvato que vuelve a utilizarse en 
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el ciclo. En este ciclo también se genera succinil-CoA que es importante pala la 

respiración.. 

Una de las funciones principales del ICA es generar poder reductor que es utilizado por la 

cadena transportadora de electrones produciendo la moneda energética de la célula, el 

ATP. 

Las enzimas que participan en el ciclo de Krebs son las siguientes: Mato sintasa, 

aconitasa, isocitrato deshidrogenasa, (x-cetoglutarato deshidrogenasa, succinil-coA 

sintetasa, succinato deshidrogenasa, linnarasa y malato deshidrogenasa. 

Los genes del ciclo de Krebs en diferentes bacterias se encuentran en grupos. Por ejemplo 

en E. culi (56) se localizan juntos 	sdh(.7)413, sucABCD, en Racillits subfilis (57) 

gh,4 es el primer gene de un cluster tricistronico que tainbien -incluye ict) .y imili. En R. 

leguminosárum 	piciae tambien se encuentran contiguos indhnsite( r/),4B (58). Al 

parecer la conservación de la organización de los diferentes.genes del ciclo de Krebs se ha 

mantenido en bacterias Gram-  como en Gram+. Otra característica relevante en cuanto a 

conservación es que todas las enzimas. del ciclo de Kreps tienen alta de similitud entre los 

diferentes organismos. Sin embargo en cuanto a propiedades moleculares, enzimas como 

citrato sintasa de bacterias Gram-  y GramT ditieren considerablemente (59). 

En Rhizóbium kgrOrinosarrun (60), Bivilyrhizobiumjaponicum,-  y 1?. melihVi (61) se han 

estudiado las enzimas del -ciclo de Krebs encontrándose altas actividades en vida libre y en 

simbiosis. Enzimas como isocitrato deshidrogenasa- y malato deShidrogenasa muestran .  

altas actividades en bacteroides cuando se lleva a cabo la Máxima fijación de nitrógeno. Al 

parecer la malato deshidrogeneSa expresa alta actividad debida. a que -la planta provee al 

bacteroide de grandes cantidades de malato. En cuanto a la isoCiirato deshidrogenasa,. no 

se sabé cuál es el sentido de su expresión en este estadio (62). 

Mutantes dé Rhizobium en succinato deshidrogenasa (55), . (x-.:.cetoglutarato. 

deshidrogenaSa (54) e isocitráto • deshidrogenasa • (63) muestran nodulación pero son -- 
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incapaces de fijar nitrógeno. Fsto confirma que se requiere el funcionamiento del ciclo de 

Krebs completo para una simbiosis efectiva. 

En diferentes organismos se ha encontrado que existen otras vías relacionadas al ciclo de 

Krebs, estas son ciclos que le suplen precursores para mantenerlo activo en diferentes 

condiciones. Algunos de estos han sido estudiados en el proceso simbiótico y se ha 

encontrado que son determinantes en la simbiosis. 
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La aspartato aminotransferasa es la enzima clave en la vía mlilato aspartato 1.as mutantes 

en esta enzima no crecen en aspartato como fuente de carbono y son incapaces de lijar 

nitrógeno. Este fenotipo se debe a que el aspartato parece ser esencial para el bacteroide 

como fuente de nitrógeno (64). Si la bacteria usara el aspartato como n'ente de nitrógeno 

entonces no sería necesario asimilar nitrógeno en forma de amonio. Esto es consistente 

con diferentes estudios de mutantes de &tamal° sintasa y glulamino sintet asa, enzimas 

necesarias para la asimilación de amonio. R. inc.,/i/o/i posee tres gluiamino sintetasas pero 

ninguna es esencial para una simbiosis enciente (65,66). Mutantes en p,lutatnato sintasa 
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succinato deshidrogenasa por oxaloacetato. El que este oxaloacetato sea convertido en 
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inhibir la succinato deshidrogenasa y por lo tanto el ciclo de Krebs. 
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Polilri(1roXil)srtu nto. 

Este polímero es acumulado por una gran cantidad de bacterias. Por ejemplo, /?hizobium, 

Bradyrhizobium y Azorhizobium acumulan polihidroxibutirato (P1113) tanto en vida libre 

(69) como en simbiosis (7031,72). I?. melikvi acumula PUB en vida libre y en los 

primeros pasos de la simbiosis pero no se ha detectado la presencia de éste cuando se da la 

fijación de nitrógeno. La síntesis de P1.113 consume energía y carbono, y lo más importante, 

poder reductor que previene la inhibición de varias enzimas del ciclo de Krebs. Una 

mutante que no produce P1113 presenta mayor fijación de nitrógeno y mayor contenido de 

nitrógeno en las semillas de frijol (73). EstOs resultados muestran que el P1113 no sustenta 

la fijación de nitrógeno como lo sugiere Bergensen (74).-  Adetnás, la enzima rinal 

(acetoacetato-succittil-CoA transferasa) para producir acetil CoA a partir de P1113 se 

encuentra en muy bajos niveles en bacteroides de./..?nni.rThizobirtin (71), esto indicaría que 

el PUB no se recambia. Posiblemente en otras especies de Rhizobium en las que si hubiera 

recambio de 111.113, este podría producir acetoacetato que sería utilizado para darnos acetil 

CoA que participaría en el ciclo del glioxilato. 

ec-cetogiutaralo - glutamato 

Esta ruta se propone en B. japonicum e involucra la transibutración de ot-cetoglutarato 

para dar glutamato por las en7iwas glutamaio deshidrog,enasa y glulatnino oxoglutarato 

aminotransferasa. El glutamato puede ser converlido tr ácido-y-aminobuthico (CIABA) por 

la glutamato descatboxilasa. El GABA es translbunado en semialdehido succinico por la 

enzima gama-amino-but hico gintamico transaminnsa y finalmente el succinato 

semialdellído produce succinato por la enzima succinato semialdebído desbidrogenasa. 

Kouchi 1988 (75) sugiere que este ciclo del paha es el principal pala generar glutamato en 



bacteroides de /?nultThizobim japonicum. 	glutamato generado en esta ruta 

anaperótica podría ser utilizado como urente de nitrógeno por el bacieroide, 

No se tienen reportes de los genes que codifican para las enzimas degn atadoras del GAVIA 

erg Rhizobium. Sería interesante generar mutantes en cualquiera de estos genes para 

evaluar su verdadero papel en simbiosis. 

Cielo del Glioxilato 

Este ciclo no ha sido ampliamente estudiado en Rhizobium. En él interviene la isocitrat O 

!jasa que genera ácido glioxilico y succinato a partir de isocitrato. Posteriormente el 

glioxilico es metabolizado por la malato sintasa para producir malato. Se tienen reportes 

de malato sintasa en bacteroides de Brackrhizobiumjaponicum (76), R. nidikili (54) y en 

los tres biovares de R.leguminosarum (77). La expresión de esta enzima se ha observado 

también en vida libre en diferentes finentes de carbono como sacarosa. Por otra parte la 

expresión (le la isocitrato liosa sólo se ha detectado en nódulos de 28 días cuando las 

plantas se encuentran en obscuridad o los nódulos han sido removidos. F.o ambos casos se 

da una incubación de tres días en obscuridad. La expresión de la iSocitrato'liasa se obServa 

también cuando existe una disminución en la cantidad de P1113 en bacteroides de 

liradyrhizobium jopo/lie/un (78). La expresión de este gene eh vida libre se ha observado 

cuando la bacteria crece en acetato C01110 fuente de carbono y se inhibe en presencia de 

succinato (79). Sin embargo, no se tienen mutantes en estos genes y no es posible evaluar 

si tienen algún papel en simbiosis. 
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Ya que 'itálico y succínico son las principales Rientes de carbono para el pacten de, la 

enzima [itálica podría jugar un papel importante en simbiosis, debido a que interviene en la 

síntesis de precursores de acetil-CoA, molécula determinante en el TCA. I..a enzima 

tnálica, a través de malato, genera piruvato que es transFormado por la piruvato 

deshidrogenasa en acetil-CoA. Se han encontrado altos niveles de esta enzima en 

bacteroides. 1?. t'Olio!' posee dos enzimas nuilicas NAD y NADP dependientes. Mutantes 

en la enzima dependiente de NAD muestran nodulacion pero no l'Ilación de nitrógeno (80). 

Mutantes en la enzima NADP dependiente son Fixl-  (81). .1.-:;.sto demuestra que la enzima 

Itálica dependiente de NAD junto con la piruvato deshidtogenasa son parte importante 

para la generación de acetil-CoA en el bacteroide. Al parecer, de cada dos moles de 

malato uno de estos es para oxaloacetato mientras que el otro es metaholizado hacia 
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llielabolismo del carbono en harteroldes de Bradyrhizobiu no j(II,r► lriCIIU,.  

En bacteroides de Bradyrhizobium frponiemn (76) se han propuesto las siguientes vías 

metabólicas. Ciclo de Krebs, malato aspartato, síntesis de polibidroxibutirato, 

cetoglutarato-glutamato y un ciclo parcial del glioxilato (esquema 1). Con excepción de 

una reacción, (piruvato carboxilasa) todas las demás rutas se tienen bien documentadas 

mediante actividades enzimáticas o con isótopos radioactivos. Sin embargo el flujo de 

carbono o la COntribuciótt de cada una de estas rutas al proceso simbiótico queda por 

esclarecerse. 

Esquema 1 

Bacteroldes H, laponicum 



Formación de complejos metabólicos, 

Las enzimas que participan en las vías metabólicas de los organismos no deben de ser 

vistas como unidades separadas. Se propone que existe una relación esireeha entre las 

enzimas constituyendo complejos enzimáticos (meiabolones) que asegriran el hilen 

funcionamiento celular (82). fl flujo a través de una vía pliede estar - regulado por 

contactos físicos entre las enzimas consecutivas para la canalización segura (le los 

metabolit os. Al parecer las asociaciones se dan especificamente entre las enzimas de la 

misma vía. Por ejemplo se han detectado asociaciones entre enzimas de glicólisis y cupe 

las enzimas de gluconeogénesis, La aldolasa se asocia con triosa-fosfato-isomerasa y 

gliceraldellido-3-1bsfato-deshidrogenasa. Estas enzimas trabajan en una misma vía para 

producir piruvato, (83) 

Las enzimas del ciclo de Krebs, tales como malato deshidrogenasa y linnarasa, también se 

asocian (83), Esta asociación se ve inhibida en condiciones de alta energía, pero se 

reasocian cuando baja. el contenido energético,-  favoreciendo las reacciones del Te& Esto 

indica. que las dos enzimas están íntimamente ligadas y su interacción - deOende del estado 

energético de la. célula. La citrato sintasa también se asocia con malato deshidrogenasa o 

fiinmrasa (84). Otra enzima que forma complejos con citrato sintasa' 	es la piruvato 

deshidrogenasa. Parece ser que la piruvato deshidrogenasa se encuentra saturada con 

moléculas de dirato siniasa iu.viyo. Esto podría explicar porqué el acetil-CoA formado 

del piruvato es incorporado en citrato más que en cuerpos cetóniCos (85). También se -

tiene evidencia de reconocimiento específico entre citrato sintasa . y el transportador 

mitocondrial de citrato (86). El transportador de citrato puede ser parcialmente purificado 

al imuobilizar citrato sinlasa. 
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Las enzimas del ciclo de Krebs también se asocian con las de la vía aspartato- malato, La 

aspartato aminotransferasa se asocia con malato dehidrogenasa y fumarasa formando un 

complejo terciario. Se podría especular que dependiendo de las concentraciones 

intracelulares de oxaloacetato éste se drenaría hacia el ciclo de Krebs o la vía del malato -

aspartato, dando una respuesta fisiológica rápida y eficiente, También se ha demostrado 

que las enzimas del ciclo del glioxilato malato sintasa e isocitrato liasa se asocian 

específicamente (87). 

En general la teoría de que las enzimas metabólicas se organicen como metabolones 

permite explicar que se alcancen altas tasas de catálisis con un número restringido de 

intermediarios y que los metabolitos puedan ser especificamente dirigidos hacia una u otra 

vía. Los intermediarios son protegidos ya que su tiempo de vida media es reducido. Es 

concebible que la célula organice de esta manera algunas de sus complejas vías 

metabólicas (88,89). 

Antecedentes particulares 

El conocer cómo funcionan metabólicamente los organismos es una tarea que debe 

llevarse acabo. Parte de mi proyecto se centró en tratar de establecer las vías para el 

metabolismo del carbono que operan tanto en vida libre corno en simbiosis de una bacteria 

fijadora de nitrógeno, R. tropici (90). Esta bacteria establece asociaciones simbióticas con 

varias leguminosas (Ver Hernández Lucas- et al. Apéndice 1). Es resistente a metales 

pesados y a acidez, también posee una sola copia de los genes de la nitrogenasa. La 

caracterización de R. tropici es considerada como una de las contribuciones más 

importantes del grupo de investigación al que pertenezco, y fue el resultado del análisis 

polifásico de poblaciones de Rhizobium aislados de nódulos de frijol, En R. tropici los 

genes para nodulación y fijación de nitrógeno se encuentran en un plásmido de 

aproximadamente 400 Kb. Este plásmido al ser transferido a una bacteria relacionada con 
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Rhizobium, Agrobacterium, confiere a éste la capacidad de nodular y lijar nitrógeno en 

frijol (91). En otros casos en los que se había transferido el plásmido simbiótico de otras 

especies de Rhizobium a Agrobacterium, se encontró que se transfería sólo la capacidad 

de nodulación pero no la de fijar nitrógeno. Estos resultados sugirieron que el plásmido 

simbiótico de R. tropici constituía un paquete genético bastante completo para dirigir tina 

simbiosis efectiva en frijol. De ahí que surgiera el proyecto de analizar• este plásmido 

simbiótico y se diseño una estrategia para obtener mutantes en dicho plásmido. El análisis 

de una de estas mutantes mostró que en el plásmido de R. tropici CFN299 se encontraba 

un gene del ciclo de Krebs, el gene pc.sA, que codifica para la citrato sintasa (92). 

Mutantes en este gene tenían una capacidad de nodulación reducida, También observamos 

que existía otra copia de este gene en el cromosoma de R. tr•opici. Fue de mi interés 

entender tanto el papel del gene plasmidico de citrato sintasa como el del gene 

cromosoma! por lo que propuse participar en dos aspectos diferentes de esta 

investigación, Por un lado, en el análisis bioquímico de las vías metabólicas (le utilización 

de carbono en R. tropici, y por otro lado el estudio del gene cromosoma! de citrato sintasa 

de la misma bacteria. La parte medular de mi tesis se refiere a este último. punto y su 

objetivo general fue describir loá papeles de cada una de las enzimas de citrato sintasa, la 

codificada en el cromosoma y la del plásmido simbiótico, así como -.definir las relaciones 

genéticas entre ambos genes. Para cumplir con el objetivo se planteó clonar y secuenciar el 

gene cromosoma! de citrato.sintasa y compararlo con el gene plasmídico y con otros -genes 

reportados. Además se requirió obtener mutantes sencillas y dobles dé cada uno de los 

genes para analizar sus fenotipos en simbiosis y en vida libre. Los resultados se reportaron 

en los dos artículos que presento a continuación yen- la sección de resultados adicionales 

se analizan datos de la secuencia de la región 5' aledaña al gene plasmidico de citrato 

sintasa.. Está región fue-  estudiada con el propósito de tener más elementos para -esclarecer 

el papel y origen de este gene. 
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We determined the adivines of seleeted enzyntes invoived in carbol) metaholism in free-living cells of 
1?kizobium 	CFN299 grown in minimal ntedium with different carbol] sourees and in Inteteroi(is oí> the 
same strain. The set of enzymatie activilies in suerose-grown tenis suggests that the peutose phosphate 
pathway, with the partieipation of the Entner-l)mulorolf pathway, is prohahly the primary route for segar 
cataholism. In glutatuale- and inalate-grown eells, high adivines oí' the gluconeogenie enzymes (phosphoenol-
pyt•uvate earhoxyhinase, fruciose-6-phosphate aldolase, and fruetose hisphosphatase) were detecten. In 
bacteroids, isolated in Percoll gratlients, the levels of at'livity for inany of the enzymes measut•ed were similar 
to ihose of malate-grown eells, exeept that higher adivines of gluctokinase, glueose-6-phosphate dehydrogenase, 
and NAI)-dependent phosphogluconate dehydrogenase were detecten. Phosphoglueomulase and 1.11/P glucose 
pyrophosphorylase showed high and constant levels undtw all growth conditions and in bacteroids. 

Nitrogen lixation in lego me rool nodules is driver by 
photosynthates, mainly in the form oí' sucrose, that are pro-
duced in the shows. 1 he redueing Power and ATI) indispens-
able for nitrogenase fuuction are produeed in bacteroids by the 
oxidat ion oí these liust plant-provided carbol] compounds (2, 
26, 3(1). 

Que of the approaches used tu gain insight hito the C-
metabolic pathways in bacteroids has 'leen to determine the 
activities of key enzymes in di fferent biochemical pathways and 
tu compare 'the activities obtained from bacteroids with those 
oí free-living bacteria grown under different conditions. The 
general conclusion from Chis type of work, which has been 
performed un Rhizobiuni sp. strain NeiR234. (25), /?hizobium 
itwurninosanun 1w. vicine (1O), and R. inelikui (4, 9), is that 
carbohydrate-catabolie enzymcs in bacteroids have Iuw activi-
ties whereas trk.arboxylic acid cycle enzymes have high activi-
ties. This conclusion supports the generally accepted concept 
that the major carbon monee for . bactcroids are the Cr  
dicarboxylie acids: malato, succinate, and fuma rale (2, 3(1). 

R. tropici was recently identilied as a new species oil the oasis 
of DNA-1)NA hybridization, ribosomal gene scquenees, clec-
trophoretie mobilities of metabolic enzymes, and phenotypic 
characteristics. Strains of R. Fropici are capable of nodulating 
Phaseoffis vu/garis beans as well as severa! other legumes. The 
bacteria are highly tolerant lo stress eonditions such as liigh 
temperature, acidity, and the presence of heavy mentís, and .  
they have highly stable symbiotic properties (14). These char- 
acteristies'inake 	fropici an• al t'active subject for research. 

Here we report the results of coinparative studies of earbon-
metabolie enzynies by using 1?. tropici bacteroids isolated from 
P. yalgaris• roo( nodulcs and free-living cells of R. aopiel grown 
on severa! carbon sources. 

Correspouling authoi-. 	address: Syrubiotic Niirogen Fixa- • 
1ion Group, 	 Instillite uf Bioclicrnistry, • RAS, Leninsky.,  
ProspccI, 33, Moscow, Russia 117(171, 	(7-095) 952 3863. Fax: 
(7-095) 954 2732. 
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MATERIALS AND METIIODS 

Bacteria] Cliiilfreti and growth conditions. A spectinomy-
ein-resistant derivative oí li. fropiei (.1:N299 was used. Cul-
tores grown for 1 day on t'Y agar u:Mitin] piales (2(1) were 
used lo inoeulate lk1uitl minium! medium (MM). The banal 
MM liad the following composition (per liter of demineralized 
water): Ki111101, 0.25 g; 	1.0 g; MgSO,4  • 71-120, 0,2 g; 
N1-1 4(1, 	g; CaCk 0.2 g: Feel_,, 0.01 g; hiotin, 1 mg; 
11,1303, 3.17 mg; Na,Mo0.1, 1.0 mg; MnSQ, • 411.0. 1.52 mg; 
ZnSO4  • 71.1-20, 0.25 mg,; and CuSO4  5E120, 0.087 mg. The 131.1 

was aniusten tu 6..8 with. I N Na011: 'The basa' MM was 
supplemented with 2 g of carbol' solace per liter, and N11,10 
vas oniitled from the MM containing glutamatc. Cultores 

were grown at 30')C with shaking at 220 rpm. 
Preparation of cell extracts. I?. tropici CFN299 cultores in 

the miel- to late exponencial phase of growth were centrifugad 
at 15,01)1) X g for 10 min at 4T. The pellets were washcil twiec 
in 50 ink1 potassium phosphate buffer (p11 7.0) and were 
resuspended in a small volume oí the same buffer. The cells 
were sonicated on ice six times for 45-s intervais with 1-min.  
Fest periods by using a Soniprep (MSE). The lysates were 
centrifuged al 36,000 X g .for 30 min al-41V to remove eell 
debris. The supernatants were divided luto- two samples. The 
first sample was immediately used for the citrate synthase, 
invertase, and multase assays. To the second sample were 
added 2-inercaptoethanol (0.2% vol/vol) and 0.1 mM disodium 
EDTA (9); and it was storcd on ice and used for the other 
eiizyn:iatic assays within 5 h after prepitration. 

The panal concentration in crudo extracts (including bac-
teroid extracts Isee below)) ranged from 0.9 lo 2.6 ing/m1, The 
final protein concen1 ration in the assay mixtures ranged from 5 
to 13 ps/m1 for !ultime dehydrogenase and 200 lo 500 p,g/tril for 
invertase. For other cnzymes, 20 lo 260 pg oí puna] per ml 
was used as appropria te to give similar cates al change in ki,„, 
in all assays. 

Bacteroid isolation. P. rulgaris sceds (ev. Negro Xamapa) 
were surface dishfteted and germinated as previously de-
seribed (13). 'Threc-day-old seedlings \ven.: inoculated with R. 
tropid CFN299, plan ted in slerile vermiculhe, and grown 
aseptically in a grecnhouse. The pots were treated with a 
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nit rogen-hee nuirient solution twiec. per \yen and with water 
once per weck (13). 

'The identities o!' the bacteria in nodules were determined as 
describen previously (13). l'in nodules (3.5 u) from 24-day-old 
plants were removed from the roots and gently erushed in a 
chillen mortar containing 2 ml uf phosphate-buffered satine 
(ETS; 0.15 M NaCI in 0.05 M K11,)0.1  !pi 1 7.61), The 
hornogenate was 'Hieren through tour lavers cif elieeseeloth, 
and bacteroids \s'ere isolated 	centriitioion through sed- 
generating Percoll gradients as descrihed hy Reibach et al. 
(21), except that a Sorvall RC-513 centrifuge with a 55-34 vontr 
was ase(' al 45,000 X ,L; ibr 55 min. 

The bacteroid fraetion was eolleete(1, wushcd with 1)11S, and 
centrifuged al 25,000 x g for 15 min. "-l'he pelle! was washcd 
twice with 50 ni N1 potassiutu phosphate buffer (p11 7.11) with 
centriffigations at 15.11(11) 	L  for 15 min. "Elle bacteroid pelle' 
was suspended in 4 Illl oí" the same buffer, and the crudo extraer 
was ()Imante(' as describen aboye for bacteria) eultures. 

Enzyme assays. lnvertase (Le 3.2.1.2(1) and multase (EC 
3.2.1.20) were assayed as describen 1w 1-loeizle and Sireeler 
(8), bul the reaetion mixture was ineubated for 20 miel al 30"C. 
Reaetions svere terminated by boiling for 5 mili, and glueose 
production was mensuren with a 13oehringer Nlannheim kit. 

extraets were used as controls, and the &cose values 
obtained were subtracted From the values ()Hable(' with the 
experimental samples. Malle enzymes ( NAD dependen{ 1E(' 
1.1.1.38[ and NADI) dependent 1E(.' 1.1.1.40D svere assayed by 
rneasuring the production of pyruvate from 1...malate as de-
scriben hy MelKay el al. (15), hui the final absorbanee was 
mensure(' al 445 unt (3). (.)the!' enzyme assays were carric(' out 
with reaelion volumes oí' 1 ml and a Perkin-Elmer Lambda 3A 
speetrophotometer al roma temperat(1re. 

Citrate synthase 	4.1.3,7) -was assayed in a reuno') 
inixture containing 50 1111101 of TriSdlei 	 8.11), 0.1 
limo! of acetyleoenzyme A, (1.25 tuno' of 
nitrobenzoic aeici (UTNE3) and 0.2 pinol o!' oxidas:el-ate. The 
reaction was initiated by the addition uf oxalacelate, and 
enzyme activity was determine(' by inonitoring the mercase iil 

Malate dehydrogehase (EC 1.13.37) (25), 13-hydroxyliu-
tyrate dehydrogenase (EC7 1.1.1.3(1) (25), isoeitrate dehydroge-
nase (EC, 1.1.1.41) (19), phosphoenolpyruvate (PIT) ear- 
boxykinase 	4.1.1.49) (7), phosphoglueomulase (EC 
1.7.5.1.) (12), 111.)1) glueose pyrophosphorylase (EC 2.7.7.9) 
(24), and sucrose phosphorylase ( Fe.' 2.4.1.7) (18) wcrc.assayed 
speetrophotometriealy by monitoring the ehange in /13,111. 

['aldose bisphosphatase (EC 3.1.3.11) was assayed as de-
scribe(' by Stúsvers and Flkan (27) but with 50 niki Tris-11(.1 
buffer (pI:l 8.0). l'El) earboxylase (EC 4.-1.1.31) was nicasured 
as describen by Gordon and Kessler (6) bul with 51) ntIVI MOPS 
Onorpholinepropanesulfonie lucid 1-p1l 8.01) or 50 n111/1 Tris-
MI buffer (pI-1 7.8), Entner-l)ouclorolf (ED) enzymes (6-
phospheiglueonate dehydratáse [1."1,C 4.23.12] and 2-keto-3-de-
oxy-6-phosphoglueonate aldolaSe [IF.C. 4.1.2.141) were assayed 
by two methods as describe(' hy Lessie and Vander Wyk (11). 
In-  the first method, the rale of the reaction was monitored 
speetrophotometrically with laetate dehydrogenase and 
NA1)11 (I 1). In the seo:ut ntethod, pyruvate f(vmation was 
mensuren by using 2,4-dinitrophenylhydrazine (1 1), with mo(1-.  
ifications as describen aboye for inalie -enzymes (15). I3oth 
methods gave similar results. 

Glueokinase (EC 2.7.1.2) was assayed in a reaction mixture 
containing 50 iimol of 1'ris-LIC1 buffer (pl I 8.5), 5 pinol 1.11' 
MgC12, -  0.5 ¡uno' oí NADP, 2 ittnol of ATP, 50 -limo' of 
glueose. -  and 7.1i of glueose-6-phosphaie dehydrogehase, 'pe-
rca:non was initiated hy the addition of glucose. Fructokinase  

(E(' 2.7.1.4) ss-'as assay(.11 in the same Mixture, bul glueose was 

replaced lw littetose ilnd 7 1.101"pliosplitTitieose isomerase was 
added. Fruelose hisphosphate aidolase (N( " 4.1.113) was as-
suyed in a mixture coniaining 51) itatiol of Tris-11C1 buffer (1711 
8.11), 3 luth)1 	1'111c:tose 1.6-bisphosphate. 1 nrnol of NAD, 5 
'uno' ofNigC12, 1 lituo' uf Na-.11As0.1, 8 	of glyeeraldelly(le- 
3-phosphate dehydrogenisse, and 5 (.3 ()I' triosephosphat e 
isomerase. l'ruet ose 1,6-bisphosphale was "tilde(' lo sutil the 
reaction. 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (I( 1,1.1.49) an(I 
6-phosphoglueonate dehydrogenase (1_-1(..' 1.1.1.44) were as-
sayet1 in a reaction with 50 vino' of Tris-1"1(.'1 buffer (p11 8.5): 
5 pinol of MgCl y. 0.5 p.rnol oí' NALW, and 1 pinol of glucose 
6-phosphale or (i-phosphogluconate, respeelively. Ni\ 1)-de-
pendent 6-phosphoglueonate ilehydrogenase (1-1.1.0 1.1.1.43) was 
assayed in the same mixture bu'. svith 51) ni114 pot assiurn 
phosphate bullo (1)11 7.(1). All reitelions viere initiated by the 
aldition of substrates. 

C.orreetions were ntade for background NADII-oxidase or 
Ni\D- and NADP-rednetase adivines in ;III assays. Legliento-
globin was determined as (lescribed hy LaRtie and Cliild (10) 
with un 51..11.4 Amineo Iluorimeter. 13ovine hemoglobin was 
used as the standard. The exeitation wavelength svas 405 
and the iluoreseenee was measured 	6(11) lun. Prolein was 
determine(' Ely using a 13io-1(ad kit with bovino seruni albuinin 
as the standard. 

Cheinieals. ATP, i\DP, DIN13, 1.1,1)TA, PEP, pyruvie asid, 
isoeitrie asid, oxaloacetie Iteiel, mak asid, glul 	(reduce(' 
forni), and bovine heniogIttliin were from Sigma, All taller 
ehernicals and cnzynics were from Boehringer Mannnenn. 

REStil.,TS ,AND DISCUSSION 

Carbon met:11)01km enzymes in free-living eells. Invertase 
activity was 3.0- to 4.5-fold higher in R. iropici CVN299 eells 
grown in suerose iban in [hose grown in giutamate or malate 
(Table 1). There was no deteetable suerose phosphorylase 
activity in extrads of suerose grown-eells, suggesting that 
invertase is the sale enzyme responsible for suerose eleavage. 
Similar results were reported for Rhizobium sp. strain NGR234 
(25). 

111 suerose-grown eclis, high activities oí' the key enzyMes. 
the pentose phosphate pathway (2.1lieose-phosphate dehydro-
genase and phosOhogitteormte debydrúgenase), high activities 
of the- El) enzymes, and ver Iow adivines of` a key enzyme clf 
the Entbden-Meyerhof-Parnas pathway (phosphofruetokinase) 
were 'round.' There viere no signiticant -differenees betWeen 
enzyme adivitíes of glueose- and fructose-grown - cells and the 
data for sucrose-grown eellS - Usted in 'rabie I, except for 
fructokinase (low . when grown in glueose) and inventase and 
limitase (in glueose and fructose, {hese activities were similar 
tu atuse found in malate). In general, the- results in Table 1 
agree svith lhose obtainen with other species oí' East-growing 
rhizobia, R. frguminosurum by. trifolh• (23) and bv. vieiae (16), 
R. meliloti (5, 9), and Rhizobit-on sp. strain NGR234 (25). 
Taken together, 	results indicate that the pentose pitos- 
phate pathway, with the participation of the ED pathway, is the 
primary -mute for segar eatabolisin in Rhizgbitun spp. 

We found that the adivines of glneose-Wphosphate dely-
drogenase and of the ED enzymes in C.i  substrato-Brown cclls 
viere only 30 to 3W-í of the activities in suerose-grown eells, lti 
contras), NADP-phosphoglueonate dehydrogenase. activities 
were similar in eells grown on any of the earhon sourees tesled. 

lii comparisón with' suerose-grown cells, haeteria.grown in 
glutatnate and malate liad sharply inereased...levels of PEP 
carboxyk dime and fructose-6-phosphale aldolase adivines. 
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l'Alfil'. 1. Adivines of si:tecle(' c arrt,c,u menibulisin eit/yrues in irecliving cells gnaing iu (11ftereili carboil sonwes and in Inideroids 
./?. 	CFN209 

Activity» (ittnohniniing 	proteial 

8tienhe•gr, 	 (anida-late- 	 NI:date-1.11.mm 
	 isolate(1 

cells 	 1.,rown cells 	 eells 	 in l'ereoli uradients 

invertase $7 19 	3 19 	5 10 -± 3 
klalnise 01 	4 37 	6 31 	7 
Gitieokinase 167 .::- 	25 170 	22 372 	; 50 014 	47 
FruclokinaNe 385 	40 161 	8 215 	24 1-14 	17 
tilucche-0-11110sphate ikhydrogenase-NADP 538 206 	24 184 1: 25 .37') 	29 
IliosplicTluconitte delsydnIgellaw 

NA1)1' clepenclem. 171 	72 110 	1(1 17') 	20 150 	15 
NAD ciepenLlcnl 105 	1(1 12 47 188 	20 

1:1.1) enzymes 88 	9 28 	: 12 34 t: 7 
Phosphorructokimisch  18 
FrueLose 	 aldolase Icl 	5 75 .: 112 	15 53 :t. 5 
Citrale synthase 101 	:::. 	12 93 	9 160 	17 178 	18 
Malate dehydrogenase 3,008 	275 5,367 	600 10,100 	1170 8,970 ± 6,10 
1socittale deItydrogenase 044 	45 515 	43 811 	- T. 87 596 ± 55 
Mane enzymes 

N,\i) depentien1 213:x:.21 200 	21 2')3 	+_:
.
21 354 	39 

NA1)1' dependent 133 :1 100 :: 	14 .157 	16 125 	J.:: 	15 
11ydruxybulyrale (lellydrogenase 10 	3 (4 : 	11 4 9(11 	130 
11:.11  earboxykinaNe 8 	: 211 	26 432 	130 205 ± 15 
Fructose bispliospitalcise 110 	::. 30 10 94 	1 - 	11. 231 ± 18 
Phosphogluconiulase 341 	40 327 :t 20 269 : : 21) 333. 	34 
1.11)1)  glut:ose pyrophospborylase 352 	15 363 	37 33') 	30 273 t: 32 

" fina valueis the otean :Ir standard deviai ion of Hatee or futir independent experintents, 
h  Data Ivere ulltained from a single experiinent. 

This conlirms prcvious reports that (hese two enzymes play an 
important role in gluconeogenesis in rhizobia (16, 17). A high 
activity of the PEP carboxykinase in succinate- hall not glucose- 
grown R. meliloti eells has also been shown (4, 	- 

Phosphoglucomutase and UDP-glucose -phosphorylase. 
whieh drive ghteose 6-phosphate ano biosynthetie pathways, 
does no( appear to he regula-ted by the carbol] souree in R. 
tropid, beeause high activities were obtained in dilferent 
carbón sources. Aelivities ()I' the malle enzymes and the 
tricarboxylic acid cycle enzymes carate synthase and isocitrate 
dehydrogenase shuwed only slight variations as a result csf 
carbun source, but malate dehydrogenase activity was 2.7-fok1 
higher in malate- than sucrose-grówn cells. 

Carbon metabolism enzymes in-  bacteroids, Wc e(inlirmed 
that the bacteria occupying the nodules uscd -for bacteroid 
isolation were only R. P•opici C.TN299 by identifying individual 
colonies from modules for their antibiotic resistanee and by 
observing thcir growth-characteristies in selective inedia. Bac-
teroids were isólated from nodules in four different experi-
nients, 011(1 the - culi extracts °tintine(' \ven: cotupletely-  free 
from leghemoglobin and liad no activity 	PEP carboxylase. 

Bacteroids contable(' earbohydrate-catabolizing enzymes al 
similar or even higher levels compare(' with free-living bacteria 
grown in malate.lt should he mentioned that the activity of the • 
NAD-dependent phosphogluconate dehydrogenase in bacte-
roids was higher than that found in free-living bacteria growu 
on any of the carbol] sources tested. The produet of diese 
•enzymes int rhizobia is not clear (reviewed in reference 26), but 
the activity .found in bacteroids leads us lo suggcst that it has a 
role in the symbiotic forst of R. iropici. Art unexpected firtding 
was the presence of nwertase activity in baeteroids, sisee it has 
been shows that bacteroids fr0m .  soybean nodules have 
maltase activity but not invertase activity (29). This is why. 
invertase is considered to he an enzYmatic marker for the plant-
eytosol (21). Very low invertase activity has peen reponed in  

Rhizobium sp, strain NOR234 bacteroids (25). It is not elear if 
invertase plays some role in R. tropici bacteroids, but we 
believe that invertase activity should not be considered a 
marker enzynte of the plant cytosol in the legume root nodules 
formad. by Rhizobium spp. 

it has !leen shown that gluconeogenesis probably does not 
oecur in R. leguminosvanun bv. viciare (17) and in R. ineliloll (4, 
5) bacteroids, As shown in Table 1, R. Iropiei bacteroids have 
high activities uf PEP earboxykinasie, fructose bisphosphate 
aldolase, and fructose bisphosphatase. This suggests that the 
gloconeogenie pathway is (werating in I?. iropici baetcroids. 

Wc found high actívales ()I' triearboxylic acid cycle enzymes, 
as has been reportet1 ilefore for Rhizobium bacteroids (2, 4, 5, 
9, 16), with the exception of strain NGIZ234 (25). In aálition, 
we round high activíties of malie enzyme, in agrecinent with 
other reports (3, 15), 

The activity of one of the key enzymes involve(1 in poly-(37  
hydroxybutyrate degradation, 13-liyclroxybutyrate 

was (Irarnatically.' higher in bacteroids iban in free-iiiving 
eells. This inereased activay in bacteroids ranged from 14-fold 
when compared with glutamate-grown cells tu 220-fold when 
eonwared with malate-grown cells. This fact leads os to 
postulate that in R. (rolde" bacteroids the poly-13-hydroxylm- 
tyrate cycle is actively 	as has been shown in Brady- 
rhizribium bacteroids (I, 22). 

General remarks, The regulation uf carbon-metabolizing 
enzyines in rhizobia by carbol) source is species dependen!. In 
succinate-grown cells of BradyrItizobium strain 321.11, none of 
the earbohydrate-catabolizing enzytnes assayed for were de-
teetable (2$). In Rhizobium sp. strain NGR234, key enzyntes of 
the pentose phosphatc and ED "pailikvays in glucose-grown 
cells hatl 3- to 18101(1-1.,,reate)' aCtivity iban in suecinate-grown 
cells (25), and similar dala have besen obtainect with R. 
(4, 5). For anoiher I?. nwliloti strain (9) and for R. legruniiro-
sanan by. viciase: (16), it has been sha wn that the response of 
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the sacar-catabolizing enzymes, in relation 	growth on 

organit.‘ acids, was weak and more selectiye. Considera-Hz (he 

data presente(' in Table I, we suggest that in R. tropici 

CFN299, many enzynies involved in silga!' metabolism are 
probably not highly regulated by the earhon souree. 

In bacteroids, the high tienvities of the inalie and Iricarbox-
ylic :teld cycle enzymes, in cuneen with the high activilies oí' the 
gluconeogenie enzymes (PEP carboxvkinase, fructose-6-phos-
phate aldolase, and fructose hisphospha(c), support the gen-

eral point oí view that R. fropici hacteroi(ls assinnlate (.7.1  

dicarl)oxylates. in addition, bacteroids contained Itigh adivines 

of 	g,l tieoki 	gl ucose- (i-plmsphate- de hyd ruge nase, and 

phosphogluconate dehydrogenases (NAI)l)  and NAI) depen-
dela). This fact makes it possible tu spectnate that R. rwpici 

bacteroids can simultancously atssiinilattc organic acids as well 
as some sugars. This proposal has :Also !leen !nade for R. 

leguminommun by. viciad. bacleroids (17). To clarify ibis point, 
more work shotild he done with isolated bacteroids and with R. 

fropirl nititants detective in carbol] transpon and rnelabohsm. 
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Metabolismo del carbono en R. tropici 

A partir de los datos anteriores se puede proponer el siguiente esquema del metabolismo 

del carbono en Rdropici , en vida libre ( medio mínimo sacarosa) corno en simbiosis 

(bacteroides). 
Sacarosa 

1 

4/ 

2 Keto-Deoxi-6-P- Gluconato 

Bacteroidos 

Sacarosa 

Membrana 

2 

6-P-Glticonato 

Glucosa 

/ 	

Fructosa 

Sacarosa 
Glucosa 	

__ 	
-1. Fructosa 

1 

yl 	 4 
Glucosa 6P .41- 	29 	41. Fructosa GP 

Ribulosa 5 P $ G-3-P 4-0~ 01-1AP 

24 26  

PEP 

28 
■ 

It 27 

Fructosa 1-6P2 

/25 
Bactoroides. 

Malato. 

Piruvato 

Á 

Bacteroldes. 

MM,Malato, 

glutamato, 

sacarosa. < 

Acetyl CoA 

Poli B 

liiidroxibutirato 

B- Hidroxibutirato 

* 	 4 20 

Malaasa 
Malato 	

to sant,
,4 	_ * 	soc tra o 

Acetoacetato 

10 	19 	
Isocitrato nasa 4  

	

18 	
17 

23 
Alfa celo glutarato 	 * Fumarato 	15 

Succinato 	
6 	

Glutamato 
11 

22 

Oxaloacetato 

N,21 

Cltrato 

* Estas enzimas se postulan en R.Iropici 

ver resultados adicionales 

/ 14 

	 Gaba 
Succinato 	13 
semialdehido 

* Succinato semialdehldo deshldrogenasa 
12 

31 



Enzimas 

1.- Invertasa. 

2,- Glucosa 6- P-deshidrogenasa. 

3.- 6-P-Gluconato deshidrogenasa. 

4,- 6-P-Gluconato debidratasa. 

5.- 2-ceto-3-deoxigluconato aldolasa. 

6. Piruvato deshidrogenasa 

7.- Enzima !Itálica, NAD dependiente 

8.- Enzima !Itálica, NADP dependiente. 

9.- Malato deshidrogenasa 

10.- Fumarasa 
1 	 11 ,- Succinato deshidrogenasa 

12.- Succinato sernialdehído dehidrogenasa. 

13.- Gama aminobutirico transantinasa. 

14.-Glutamato descarboxilasa 

15.- Glutamato deshidrogenasa, 

16,- ot-ceto-glutarato deshidrogenasa. 

17.- Isocitrato deshidrogenasa. 

18.- Isocitrato liasa. 

19.- Malato sintasa. 

20.- Aconitasa. 

21,- Citrato sintasa. 

22.- Fosfoenol piruvato carboxiquinasa. 

23,-Acetoacetato succinil CoA transferasa, se postula debido a que R.tropici 

probablemente tiene alto recambio de PHB. 

24.- Gliceraldehído- 3- P- deshidrogenasa. 



Enzimas 

1.- Invertasa. 

2.- Glucosa 6- P-desliidrogenasa. 

3.- 6-P-Gluconato deshidrogenasa. 

4,- 6-P-Gluconato dehidratasa. 

5.- 2-ceto-3-deoxigluconato aldolasa. 

6. Piruvato deshidrogenasa 

7.- Enzima málica, NAD dependiente 

8.- Enzima málica, NADP dependiente. 

9.- Malato deshidrogenasa 

10.- Fumarasa 

11.- Succinato deshidrogenasa 

12.- Succinato semialdebido dellidrogenasa. 

13.- Gama aminobutirico transaminasa. 

14.-Glutamato descarboxilasa 

15.- Glutamato deshidrogenasa. 

16,- a-ceto-glutarato deshidrogenasa. 

17.- Isocitrato deshidrogenasa. 

18,- lsocitrato basa, 

19,- Malato sintasa. 

20.- Aconitasa. 

21.- Citrato sintasa. 

22.- Fosfoenol piruvato carboxiquinasa. 

23.-Acetoacetato succinil CoA transferasa, se postula debido a que kiropiei 

probablemente tiene alto recambio,  de PHB, 

24.- Gliceraldellído- 3- P- desIlidrogenasa. 

17 



25.- Fructosa difosfato aldolasa. 

26.- Triosa fosfato isomerasa. 

27.- Fructosa I- 6- biposfatasa. 

28.- Fosfofructoquinasa. 

29.- Fosfoglucosa isomerasa. 

33 
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Two genes encoding citrate synthase, a key enzyme in the Krebs cycle, have peen found in Rhizobiton tropici. 
One of litem is in the bacteria! chromosome, »hile the other is in the symbiotic plastnid. SVe sequenced the 
chromosomal gene and round that it is very similar to the previously reported plasmidic gene sequence in jis 
structural region but not in its regulatory region. The chroniosomal gene is afile to complement an Escherichia 
(vil citrate synthase mutant. lo N. tropici, a mutant in the chrotnoswnal citrate synthase gene has a diniinished 
citrrrkc synthase activity (in free-living bacteria), a diminished nodulation capacity, ami forms nitrogen-tixing 
timbales. in contrast, the citrate synthase double mulata fonos inelfective modules devoid of bacterolds and 
forms fess ondules than the single eltromosontal mulata. It is inferred that both genes are functional and 
required during the nodulation process in R. tropici. 

Citrate synthase catalyzes the condensadon of acetyl coen-
zyme A and oxaloacetate to produce citrate and is considered 
the ihniting step in the Krehs cycle (35). lts activity is important 
for carbon assimilation and for energy generador]. In organ-
isnis such as Bacillu.v subtilis (10) and SaceharomyeeS eerevisiae 
(27), two citrate synthase genes are localizaf in the chronio-
some. In Rbizobium tropici, the nitrogen-fixing bacterium that 
noclulates Phaseolus vulgarls and other legumes (.15), a Milite 
synthase gene is found in the hacterial ehrornosome (this work) 
and another is found in the syrubione phismid (1.9). The plas-
mid-horne gene (pcs/l) has homology to the citrate. synthasc 
genes of protobacteria, and mutants of pe,v/1 show a 30 to 5(1% 
&crease nodule nuniber comparecí with the wild-type sirain 
09). 

In this study wc addressed the question of the relativa roles 
of the plasmid-borne gene and the chromosomal -copy oí' the 
carate synthase gene in R. tropici by analyzing the phenotypes 
of single or douhle mutants in free-living and symbiotically 
-associated celis, In addition, a comparison ()I' the nucleotide 
sequences of both genes showed that there is a large degree of 
conservador] in the structurrd gene but not in the regulatory 
region. Our resulis -support the hypothesis that (hese genes 
may be differentially expressed. 

1 1ATER1ALS AND METHODS 

media. The strains used ni this study are listed in 'rabie 
1. Stratus of Eschcrichia culi were grown in lamia broth, and latizobirati lumias 
were grown in PY indina." (10) or in minium' nlcdium (19) complemente(' with 
glutainate (200 ingiliter). 

Cloning oí' the ehromostinial citrule synt base gene of R. trytpieL A DNA lihrary 
was construeted from R. tropici UNE:-  299-10, which has a (telele(' syinbiotic 
plasmid and therefore Iacks the pcsd gene. The genomic DNA was digested with 
Sa/I, and fragntents of between 1 and 2 kb were gel purilled, figated roto the Sun 
sito of p13lueseript SK'' (Stratagene), and transfuirned into 	coi/ 1:)115(k (9), 
From the 1,250 wansformants obtained. plasmids were isolated from 50 clones 
and analyzed for ¡usen size atter digestiort with Salí. AH containcd t• tu 2-1(1) 

Corresponding author. Mailing address: Centro de Investigación 
Sobre Fijación de Nitrógeno, Ap. P. 565-A, Cuernavaca, Morelos, 
México, Phone: (73) 13-16-97. Fax: (73) 17-55-81. • Electronie - mail 
address: eIllartillCOjeírt1.1111a111.111X. 

t Present address: instituto de 13ioteenologia, IJniversidnd Nacional 
Autónoma de 11,115XiCO3-  ellatlaVtlett, Morelos 62271, México.  

tragments. This libraly was hybridized with pcs4. Four positive dones were 
olnained, (bree with a 1,("128-bp Insert and the other with a 1,208-bp insert. 

Sequencing. The 1,028-11) (11T1) and 1,208-bp (11T2) (Iones and a ['CR 
protluct (u) 1)11 the sequence gap hetwcen the two clones) were sequenced with 
synthetie printers by the method uf Sanger et al. (29). 

Citrate synthase nintants, Sil'-direeied matants were generale(' by double 
reeoinhination o( a 650-hp internal fragment of the pc.v1 gene interrupted with 
a alma« fragment from interposon 11111'45 n carrying spedinornycin resistance 
(5). This construct was chlet' in the vector pWS233 (31). NItitants were olnained 
atter inating, E. coli (pe s.1::1)) With Stritill CFNE, 299-10 and selecting transcon- 
jugants in PY medium contaitting 	suerose. slreptonlyein (0.05 inglliter), and 
spectinornyein (0,05 mgiliter), alio which the numints viere teste(' for gen lainicin 
se nsi 

eanditlans. C/Ni1 was puritiekl as previously describe(' (28) and 
transferred from tuuirosc gels to ititrocellulose tilters (32). Próbes were labelled 
with 3'P by nick translation (25), and hyhritlizatifm was carric(' out muler high 
stringeney conditious (28). 

Assny for nodulation and nitrogen batido'. rilliSCUIIIN 	 ev. Negro 
Jantapa nodulation assays were perfume(' in ilaskssyith agar or vermieulite (13). 
Niirogenase activity was mk‘asured by acetylene reduelion 21 days afta ittoeu-
ltion. Student's t test was perforined lo analyze the dilVerences between nodule 
numbers in the ditferent, treatments. 

ilarleroid lsolation. NtltittiCS from G lo 10 platas harvested 13 and 28 days after 
inocula' ion Were eftliSheti iti a montar and tiltered lo elimínale debris as describe(' 
previously (2(i). llacteroids were iSOlíttett by centriffigation through Percoll gra-
dients (23). The bacteroid traction was colleeted, washed, and suspended in 1 Ittl 
uf Tris-1-10 (511 mM, pi' 8) and sonicated three times for 1 mins ;vil!) 	rest .  
periods. 	homogenate was centrífuged, and the supernatant was uses' lo 
111CaStlre carate synthase activity. 

Cliente synthase assitys. Baeteroids un cells grown for 12 hin PY meditan were 
harvestecl and (iisrupted by sonication as described aboye, and carate synthase 
activity was Int:asura! spectrophotometrically at 412 Mil by 5,5'-dithiohis-2-ni-
trobetizoie ad(' reduction (8). Citrate synthase activity ineasurements werc per-
lOrmed al.. least (bree separane tintes for free-living bacteria. Determinations for 
haeteroids were performed iWiee in independent assays, 

Sequence analysis and brimers. Sequenee tdigiunents were carda out with 
the lieiGene program (litlelligenelies, inc.; and Ciettofit, S.A.) antl the gap 
program from the Geneties Computer Group program suite (3). We synthesized 
the citrate synthase chrontosomal gene by I:lk using total DNA from the CUNE 
299.10 strain. The priiners use(' werc ClrGAATFCCiTeflACGCCCGCCAA 
CiTeltG and Cl'et,iAAT.UCAAACCOCiCCA'ItTC:TGAC',C. A 2.2-kb PCR. 
product containing the whole chromosomal citrate synthase gene (ccs,,l) was 
done(' in vector pl1K7813 (33) and used for the complementation assays. 

Nueleolitle sequence taccessiou number, The sequenee of the ehromosoinal 
citrate synthase gene is in the Genoine Sequenee Database ander necession 
number 1.41815. 

RESULTS 

Chromosontal citrate synthase gene sequence. The sequenc- 
ing Strategy used to determine the complete nucleotide se 
quence of the chromosomal citrate synthasc gene is presente,c1 
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TA131.1.: 1, Bacteria! strains used in ibis study 

itetereiwe 
(11StflIICC - 

nopici 
CFN 299 
CENE 299- i 
C'1: I: 130 
CFNE 140 
CFN 150 
CFNE 160 
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E. CUII 
1.)115Ly 
01.15(x 1 
MX1152 
MX1152(cr.v.,1 - ' ) 

‘Vik1 
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iws.1 

syn) plasnind t1eletetl 
cc.N.,•1/  
cc.v,-1/ pr.s.'1/ 
ces.-1/ 	K7S 13 	1 ' ) 

1' gh.,1 inutant 
141X1152(plZ.17813 ce.sr-1' ) 

15 
11 
19 
This work 
This; work 
'Ibis work 
•l'his work 

This work 
17 
This ‘vork 
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in Hg. 1. Two positive clanes, R-11 and R'1'2. obtained from a 
genomic library, were partially sequeneed in both strands. The 
internal chrate synthase gene fragment that hes hetween RT1 
and RT2 was obtained by PCR synthesis with DNA from 
CENE 299-10 and primers obtained from setpiencing the RTI 
and RT2 clones. 

The coding regios uf ces,4 is 90% identical to that ofpcs.,-1 at 
the nueleolide level when the first. ATG, 5 bp downstream 
from the ehromosomal gene's Shine-Dalgarno sequence (Fig. 
2A), is considered the protein initiation site, 1-lowever, ir the 
proteja encuite(' by pcsil were sinaller, starting at the ATCi 114 
hp downstream from the first ATG, Chen the identity hetween 
the two genes would be 98% at the núcleolide level. Most of 
the nucleolide differenees between the two genes do not affect 
the primary structure of the protein, and there are no differ-
ences in the mino acids that are considered to he.. involved in 
the active site of the enzyme (Fig. 213) (1, 3r ). la contrast, the, 
regulatory regions uf the two genes have only a 49.8% similar-
ity (Fig. 2A). 

Site-directed mutagenesís. The aromoso-mal citrate syn-
(base gene of R. tropici mins mutated in the CENE 299-10 strain 
(locking pcsil) by hotnogemnization with an interrupted pcsA 
fragment,-  as deseribed in Materials and Medias. These mu-
tants were hybriclized - with pc,sA, and the hybridization pattern 
is shown in Fig. 3.- 'The wild-type strain CFN 299 shows two 
hybridizing fragments, a 9-kb fragment corresponding tu the 
chromosomal citrate synthase gene and a second batid of ( kb 
corresponding to the plasmidic gene: CENE 299-10 has only 

- the 9-kb band. The mutant strain CENE 140 showed the ex-
pe-cted 11-kb band beeause oí the 2-kb interposun insertion in 

ccs4 
I 

f I(; 1. Diagrain 	clirtinsosorria1 	Syr011ase gene (cc.s., I) showing ta 
inserlion lo generale the (-. .1 mutan( in R. fropiui, Thv arrows delincate ihe 
extent and direetion uf the nueleetide sequeneing, procedure. Resi Fiet 	sises: 
EcoI(i; S„titsil. 

the 9-kb ccs,-1. A substantially lower eitrate synthase activity 
was observed in This mutan' (Tahle 2). 

The svmbiotic plasmid oí the wild-type R. tropici strain CFN 
299 was introdueed hy conjugation tu the CINE 141) strain tu 
substitute a wild symbiotie plasmid for the deleted pSym, thus 
generating a CesA l'esA mutant strain (CENE. 150). 'i'u 
obiain the citrate synthase double mutant (OSE 160). the 
symbiutic plasinid earrving the mutated pes/1/ gene from 
CENE 130 was transferred to the CENE 140 mutant strain. 
The double and the ehromosomal mutants required 011101E1W 
for growth in niirlilllal meclium containing sucrose as the ear- 

source. ln such eonditions, mutants had growth unes iden-
tient tu that of the wild type. Only a slight decrease in growth 
rate in mínimal medium without gluiamate vas observe(' with 

- the plasmid single nunant 	130, as wc have previously 
reponed (19), 

Genctie complementation analysis. A 2.2-kb PCR pruduct 
containing the catire 	struclural gene was intruduced in an 
11. eo/i g11/1 mutant, MX1152 (17), and the transeonjugant 
MN1152(cc.s71 ) recovered the citrate synthase activity (Table 
2). When the chromosomal citrate synthase gene vas nitro-
duced in the R. tropici double ntutanl strain, CENE 160, citrate 
synthase activity was recovered in the transconjugant strain, 
CENE 170 ('Cable 2). 

Symhiotic phenotypes of the citrate synthase mutants 	R. 
tropid. Figure 4 shows the nodulation kineties of the (Brema 
citrate synthase mutants comparecí with the wild type. Both the 
chromosomal mutant (CENE 150) and the double mutant 
(CENE 160) have a large reduction in nodule number per 
plam; at 21 clays [hese differences were itighly signilicant (P 
0.01, by Student's t test), hui .no signilicant differencc vas 
detected between CFN 299 and CENE 13(1, ahhough CENE 
131) consistently showed a reductioniñ nodule number (Fig. 4), 
Nodules from the double mutant were white and did not 1ix 
nitrbgen when measttred by the licetylene reduction assay. 
Erom six plauts analyzed, the average activity was almusi un-
cleleetable, being 0.58% of the average activity obtained per 
plan[ noclulated hy the wikl-type CFN299. Eurthermore, the 
mieroseopical analysis of nodules from the double mutant 
showed that they contained no- bacteroids. The nodules ob- 
tained from both of the single mutants were 	with ocety- 
lene reduction-values ranging from 30 to 40% of those ob-
tained With the •wilcl type„ Bytnicroscopie analysis, tliey were 
seen lo contain bacteroids (data not shown). 

The transcóniugant-complemented strain, CENE 170, rccov-
cred its citrate synthase activity and formed the sume number 
of nodules as the -CENE 131) strain. 	- 

Carate synthase activity from hacteroids. lbeteroids from 
both _of the single mutants CFN E 130 and CENE 140. had 
reduced specilic citrate synthase activities at two different 
times after inoculation (rabie 2). Even thuugh there vas no 
visible bacteroid fraction in the double mutant, the - corre-
sponding sample was assayecl- and no- citrate synthase activity 
was round. Ibis also demonstrated that the piant chrate syn, 
[liase activity was not eontaminating the bacteroid fraction. 

DISCUSSION • 

Citrate synthase genes from Many organisms have been se-
quenced and reponed. The ehromosomal eiirate synthase gene 
sequence oí R. tropici is very similar lo that of the pcsil gene 
that is lucated un the symbiotic plasmid. Wc suggest that the 
plasmid-borne gene resulted frorn a duplicado') of the ehro-
mosomaicitrate synt base gene in I?. !tupid. En Ritízobitun sspp., 
there are °cher genes for which additional copies have been 
round int the genoine; for example, gloiS has a counterpart, 
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A 	
1 	 100 

cesA 	GACTeTCCACTCGOA'VC,e(iGTC.;CCTeTAAA'PTAGOCATACA'IrAAAGeGeOTACOCAA.AACTACAGeTAAAOCOAGAGVVITGeCGTCACTATTAGCOGA 

pcsA 	ccrG GVI' GCCGCTGTCAA A GGCT (..-71T Ce CTe T AOCO'PATGTOCC:GAG 	C r:rPG C C A GA'PGA ACTGee cce 

200 

TTTCAAC'I'GAAATCCGTC:OGTTC'PPCCATAAATGACOCJCAA'PlY.WPC'OTTG-(:..r.-X V‘C 	 . GGC AAGc.CGOTeTACCOC A `I' 	AOTTGATAC'P 

CCOO TGGNI`GC G C TCA GO 	A Ce AIXT:COG TcY2, TeG CA A rPC.:Ak;GT A T'II' 'P CGT' GP T (-KT:T 	OCTCe 

300 

GCAATOCACAATIVAGCGTAAGGATAACTIY.Y.;CATTAOGCT C:TC,GATC ATATAOCTA P.:reí :4'1`PAGT(X3-e T 	(-cCTITGO('OCTTITPAAOGCO 

TTCTeA GAGT GG C CC COA CC OCOGTT A CCCC TO:GO AAG cAA 	AACACAG TCAGTT A C Ac•x: G Grl' 

M *** Ir 	 400 

CeAA'PeCCOCCAAATC..•TIGGAGGATCAGCAT,(1AeGGAACAAM;CGX;AAACTAACITGGGGTGAMAG.T-+C(.11;11.-',GATI'POCCGC-11".1 'AAC.IACCGAACCATC 

AOC AG AGCCC GAG A AA /CCM 'T'AM! Ae T'OCTTOTGTeTTAG C ACC CC TAG'P CC A GAAACT CG TCAA C O 

500 

GOCCCAAGTGTeArTGATATTGG'IXeCTTTATAAGAACACCIVCACTI`TTCACCTATGATeCTGGC.PTCACTTeGACTOCGTeGTOCOAGTCCAOCATe 

T O AC C C c,c 	M` 	C CC C G GAAC 

600 

ACCITTATTGATC.K;CGACGAAGGeGTTeTCC.TOCATeG'CGerl'ATCCXVt'PCGMCA(LiC' l'IX.r.eGAOeAC,'GGCGAC'PTCC'PCGAAGTe'PGTTACCTGeTGe 

'100 

TCTACGOCGAATTOCCOACCOCAGeCCAGAAGAAGOACTTeGACTATC'GGG'PCO'K',CACCACACCATOGTOCATGAACAAAT(.7PCC.C'GCTTC:TTCACCOG 

H00 

TTIVCOCCOCOATOCGCATeCOATC,C,CCOTCATC.-•IPOCGCX.7`C;C'GTCGOCC;CTeTC,TCGGeCITCPATCACGACreGACCOACATCACCOATCCOCACCAG • 

900 

CGCATC,GTC.WAAGCOPPCGTAWATCY.ICCAAGATGCCGACCCTIVICCGCCAUY_XICCIPACAAGTACCATATCC,GccAGeC:CT7CarrTACCCCAAGAACG 

1000 

ATCTCGACTATOCATCGAACITeePOCGCATCiTOCTPTGeCOTOCCCTC,CGAGGAATATGTOGIVAATCCGGTGell'ErCeGeGe.CAVJGACcGCATCTT 

1100 

CATCCTG'CACGC,GGATCATGAGCAGAACGCATCGACCTeGAeGOTTeGeerrOCCGOC'PCITCCOGaleCAATCeeTTTGCTTGeATCOCCC.  ;CCGGCATe 

A 	 • C 

1200 

GeATOCCIVI'GGG' -CGGCCCATOGCOGCGCCAACGAAGeTC,CGCTC'AACATGCTAACGGAAATCOGCACGOTCOACCGe.APPCOXIAATATATCGeee. 

CC 

1300 

OCC,CCAAGGACAAGAACGATeCGTTeCGATTGA' '1.11XYGer rt..:GG'I'CATeCCGITTACAAGA.ACTACGATCCGW".:GCCAAGATCATGCAGAAC.;ACOGC.—GCA 

1400 

CGAGGTCCTeGGCCIAACTCCGCATCAAGGACGATeCCCIWTeGACATeGCGATCGAACTe,GAGeGTATeCreeCIOACCGATC.ICTATTTC'ATCGAGAAC, 

O' 

1500 

AAGeTTTACCeGANPGTCOACTIVTATTCCGOTATCACGeTGAACC,COCTCOC,Crl'eCeCACOACCATGTTeACGC,TACTGTTTCXXX:TrGeeeGAAC.CO 

A C C 

1600 

1VGGCTOGATMCCCAGTGOAACGAGATGATCGAAGATCCC.4GNI`CAGCGTNreGc.;CCOCCeGeGCCACGTC.TATACCGGCC,CACCGCTeGCGAATACGT 

CC 

1700 

TCCGOITIVCAAGCOTTAAGe . COAAAGG'PeAGAC',AG'CAAAAACCCGOTeAGAGATOGCCWKITITITCe'PGGA'PAAGACATeGAOAACGATCGCGCOe 

C 	A 	C G GAC TCC O TGA A G 	c'TGe Te GCTG ATC eC,CAGGGTTGA T CA O C O A ACTO T 

1771 

eTTrIGCCAGGC:GeTerIVX;TenleATPCGC1XreAC,,ACCAGATC:GTAGCCPC,AOCATOGOI'GCAOCTCC. 

GC GA C1 Al'Prin 	CC TOCO AOGC AG.  GcGAGCATG A A GPI: A A CC,'AC 
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1. 	 100 

El
PEQSAKLTWGEKTVDLPVETEPSAQVSLILVPF1RTPPLFTYPPGFTSTAWLSSITFIINZWVLLHUGYPIEQLAUGDRLEVCYLLLYGELPTAAQ 
=N CVLVIX1PISAE KLRSSTIGPNV GIGSLYEQTKM 

101 	 200 

B 
ccoA 
pcsA 

tdIAKMPTLAAMAYKYtlIGQPFVYI'Kl•111I,I)YASNl'1j 

201. 	 d 	 á 	 300 
MCFAVPCEEYVVNPVLARANDRIFILHAIIUMA3T3WELAGSSGANITACTAAGIACLWGPAUGGANKAALNIUTKIGTVDRIREY1ARAKDKMDPFR 

R 

301 S 8 	 a 	400 
LMGFGaRVYWNYDRUAKIMQKTAHEVLGELGIKDOPLLDIAIELERIALTDDYFIEKULYTNVUPYSGITLKALGRPTTMFTVLPALAMTVGWIAWNEM 

401 á 	 430 
IRDPWRIGRPRHVYTGAPLREYVPVSKE 

QL 

FIG. 2. (A) Chrontosoinal citrate synihase gene sequenee ¿unl jis contparison with the pfasmid-borne' gene. The ntieleotides that are differeni are inarked in the pcs,-1 
sequenee. The putativa' Shine-1)algarno sequenee is niarked with asierisks, the sI.irl and stop codons ale underlined, and the paiative terminal sequenees 	inat*ed 
with doited lines. The seeond :NIG in the prwit hetitience is boxed. (II) Dedueed aniino acids oí the eltromosoinal eitrate syniliase protein and eomparison %l'hl} the 
plasmid protein 	Iropiei. The l'initio aeids tino are different are presented in the pcs.-I protein, Aiiiinu acids involved in stihst rale hinding Ore outlined and marked 
with a h. 	staris and ends o!' the proteins are Hl boxes, Asterisks corresporni to the stop codon oí the gene. 

~MI, that is special ized for symbiosis in Rhizobitun legumino-
S11111111 (12); there are two copies of nor- /PQ (30) and two 
regions in Rhizobium mehioii (24) and two ni:fi/DK (Temas in 
Rhizobhun etli (22). The additional copies of diese genes inay 
be the result of gene duplication. In the case of the R. tropici 
citrate synthase genes, the duplication seems lo he ancicnt 
since the DNA sequence has cicarly diverge(' outside the culi-
ing regios, while there is a high -degree of similarity in the 
curling regions of both genes. Besides duplication, there could 
be ()Hier explanations for the presence of pc.syl., for example, 
lateral gene transfer between bacteria could have occurred and 
through recombination mechanisms with the chromosomal 
gene, the high degree of nueleoticle similarity could have buil 
obtained. 

The promoter regions of the two genes are very dilferent. 
and so the two genes could be regulated in different ways. - In 
Ibis respect, we could express the activity of °n'y the chromo-
SOMal gene in bacteria grown in rich medium (PY) and in E. 

However, the contribution of cach of diese genes to the 
nodulatioll.  process is important. 11 either of the genes is 
present, the nodules formed are effective. This shows that both 

11 Kb 

9 Kb 

6 Kb 

FIG. 3. Atitoradiograny 	EcoRI-dtgesied genornie DNAs hyhridized with 
the/fres/1 gene. The 6-kb hyhridízing batid eorrespinuls topes: #. The 9.-kb hybrid- 
ized batid eorresponds to 	The 1 1-kit hybridized hand corresponds tu the 
cc s,1 prIP 45 31 insertion ¡Innata. Latees: A. CFN 2w); tt, (I NE 299-10; and C 
and 1), CFNU. 140. 

genes are imolved in symbiosis and provide the required en-
zymatic . products for nitrogen tixation. 11 the ces,4 gene is 
nuttated, a delay in nodulation is observe(' and Only 31) to 40% 
as many nodules are produce(' relativo lo the wild-type strain 
(Fig. 4). In contrast, when pc.syl is inactivated, 60 to 70% of 
nodules are produced- without any clelay in modulation. It 
seetus that the greatest activity, both in free Life: and in synibi-
osis, is provided by the chromosomal gene, while pcs/1 might 
const bite an acquired and specialiZed gene participating in the 
symbiotic process. This is supported by (he fact that we de-
tecte(' - citrate-  synthase activity. in bacteroids in both of the 
single mutants (rabie 2). 

Detayed nodulation and ineifectiveness eharacterize the 
double mutan( (CFNE 160). Similarly, in R. mehloti suceinate. 
dehydrogenase (7), (x-ketógIutarate dehydrogenase -(4) and 
isocitrate dehydrdgenase (1-1) mutants also form inelfeetive 

TABLE 2. Activides ctf eitrale.syrilltase genes from free-living 
bacteria and bacteroids 

Activity 
Strain 
	

(nitioljrninírng 
proteit9 

MX1152 	  
M X1152(cesir) 	  
II)115u 	  

I'. impici 
(1 	299 	 • 

11"- 
178 	. 
125 

210 
CFNE, 140 	  12" 
CFNE 1511 	  1 
CFNE 160 	  11' 
CFNE 170 	  
UNE 299-111 	  	  206 
CFNE130 	  207 

Bacteroids 
CFN 299 	  12S 
UNE 130 	  108 
CfNE 1. 51) 	  75 
UNE VIO 	  ND'' 

" Unspecilic reaction. 
Ni), not delücwci, sinel: there i,; nu bitercrokt frácnon with 	160 (see 

the tem), 



1 	 

15 	la 	21 o 6 9 	12 

140 -- 

120 --- 

100 - 
Number of nodulas 

per plant 
80 - 

60 --- 

40 - 

180 -- 

180 -- 

- CFN 299 
- CFNE 130 

- CFNE 150 

CFNE 150 

3090 	1 IHZNÁNIWZ.-I..1.1( '.,\S hl' AL. 

17ay5 abur inocuiation 

1<.incties oí undule formation in hean piaras (P. sulgatis)elicited by R. 
troi)ici CFN 299‘vild•type and carate synthase mutants CENE 1311, CUNV 150. 
;11111 CFNE 160. This e'speriment %vas repeated three tintes. 

nodules on alfalfa. A complete Krebs cycle is needed for sym-
biosis, because the C4 diearboxylic aeids (succinate, rnalate, 
and fumarate), provided by the tricarhoxylic asid cycle, consti-
tute the bese carbon sonrce for bacteroids and therefore for an 

symhiosis (2, 34). 
The reduce(' nodalation capacity of the citrate synthase ~-

tants may he a consequence of their auxotrophy, as they re-
quire glutamate for. growth. It has beca reponed that. citrate 
synthase ~tants in other bacteria such as E. culi also require 
glutamate for growth (21). 

Carate synthase constitutes une oí the 	steps in the 

Krebs cycle and contributes tu the formation of biosynthetic 
intermediates through pathways like the tricarhoxylic acid and 
glyoxylate cycles (35). Citrate synthase has also bcen describe(' 
as a regulator of citli, which codos for aconilase in R. subtilis 
(18). In E. culi, it seems to be repressed by arcil (20). 11 also 
seems lo be involved in the acetic asid resistance in Acetobacter 
aceti (6). Previously we have shows that an eflicient nodulation 
in R. tropici is eónditioned by pcsil. Ali ibis supports the sup-
posilion that citrate synthase plays an important role as a 
housekceping enzyme, but it may evolve and diverge tu have 
dilferent functions. 
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ADDENDUM 

Wc round a second hand of the citrate synthase gene in R. 
tropici type 13 C1AT 8991 . in scarch of additional copies of 
citrate synthase in other Rhizobiuni spccies. we hybridized 
culi CFN42T, 1? Iemuninosarum Hoyar trifolii USDA 2046 and 

	

A ppi„ 	 1111cnottiol.. 

1..)SDA 2-IS9, R, Indiloti Rine?, 1?hizobilon /redii US1-.)A 191, 
and Agro/nulo- jun/ sp. strains K-Ag3 and Ch-Ag4. and onlv 
single ba mis were observed. indieating that most ,ere probably 
onique eit rale synthase eopy genes. Twc.) hybridizing bands 
Were ohlained 	ROZO/H./Mi griii.'q0(' 625 and Rhizobitint 
strain N(: iR234; it remains tu he established if these bands 
correspon(Ito additional cliente synthase genes and whcre they 
are lucated. 
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Resultados adicionales. 

1S3 Riropici 

En la región 5.  del gene de citrato sintasa del plásmido simbiótico identificamos una 

secuencia de inserción del tipo IS3 (Fig I), 87 pb antes del posible inicio de traducción del 

pcsA. La IS tiene una alta identidad a nivel de DNA con IS de A. iumefiwiens (81%) (93), 

Pseudomonas aeruginosa (66%) (94), E. <vil (60%) (95), Shigella (61%) (96), y 

Miuberculosis (58%) (97). Este elemento de inserción está organizado en tres posibles 

ORFS (Fig 2) similares a los de A. tumejaciens: ORF 1, hebra codificadora, 132 

aminoácidos; ORF 2, hebra complementaria, 82 aminoácidos, hipotético represor 

ORF3 hebra complementaria, 301 aminoácidos, posible transposasa. Estos ORFS poseen 

una similitud de 70, 80 y 91% a nivel de aminoácidos con los correspondientes ORES de 

la secuencia de inserción de A. nnefaciens. 	Agrobaderium la posible función del 

ORF 1. se desconoce, el segundo ORF es similar a insA de if...con (46%). La hipotética 

transposasa posee homologia con transposasas de Shigella sone! (76%) y 1,,..co/i (74%) y 

posee los dominios conservados para otras transposasas activas, La secuencia de inserción 

del?. tropici posee 26 bp que son invertidas repetidas como A. tumefaciens con sólo dos 

cambios de base. También localizamos directas repetidas de 3 bases bordeando las 

invertidas repetidas, características de otros eventos de transposición. En la figura 1 se 

muestra la organización de la IS3 de R. (Topic'. En la figura 2 se muestran los posibles 

ORFS y los aminoácidos conservados en diferentes transposasas (Cuadros en negro y 

estrellas). 

La secuencia de inserción solamente se encuentra en una sola copia en 1? iropici CFN299 

y CIAT 899. No se localizaron secuencias homólogas por hibridización tipo Southern con 

R. ciii o Agrobaderium ,spp KAg3 y ChAg 4 (fig 3), Las dos últimas son las bacterias más 

cercanas filogenéticamente a R. iropici (98) por secuencia total del 16s ribosomal. El 

contenido de GC de esta 1S es de 58.3 %, similar al del gene aledaño, pcsA (57.4%) y a 
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otros ORFS cercanos a la IS (56.4%). Otros genes del pSyni como nodP y nod0 (99) 

poseen contenidos similares de GC (57% y 56% respectivamente). 

Es interesante que arriba de la secuencia del pcsil se ubique una secuencia de inserción, la 

cual tal vez pudo haberse obtenido por transferencia lateral. Estos elementos de inserción 

pueden transportar genes, inactivarlos o activados al crear promotores que promueven la 

transcripción. Una mutante independiente (aislada por M.A.Pardo) con una inserción de 

Tn5 en la 15 (OR172. fig 1) tiene un fenotipo simbiótico semejante al dé la nuttante CFNE 

130 cuyo gene de citrato sintasa plasmídico esta interrumpido. Queda por demostrar si en 

esta mutante la actividad de citrato sintasa está afectada. Además se requieren 

experimentos tales como mapeo del inicio de transcripción de pc,syl para determinar . si 

realmente parte de esta 1S está involucrada en la regulación del gene plasmidico. También 

se requieren fusiones con diferentes partes de la region upstream del pc.s.a. .Estas regiones 

deberán abarcar parte de la 1S 

Posibles genes de la vía del glioxilato y alfa cetoglutarato glutamato en el pSym de 

R. tropici. 

Hacia arriba de la IS identifiqué otro posible ORF (1200pb) que es similar al gene 

isocitrato liasa (aceA) de E. culi (100)„1-wcharomyres cerevisiac (101), de Emericella 

nidulahs, (102) de Brassica napu.s. (103) y a otros 17 genes que codifican para la misma 

enzima. La similitud es de 40% si se compara con la enzima dé .E.co/i. Esta similitud - se 

conserva con otros genes que codifiCan para isocitrato liasa, de diferentes organismos. Su 

parecido con tantos genes aceA nos hace proponer que podría tratarse de una isocitrato 

basa. Me guStaría a .corto plazo completar la secuencia de este gene junto con su- zona 

regulatoria y evaluar si realmente se trata de una isocitratolia5a. 
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Los genes del ciclo del glioxilato, isocitrato liasa y malato sintasa, ace/1 y ace/? 

respectivamente, se encuentran arreglados en operón en E. col/ (104). Podría ser que en 

1?hizobium tropici se presentara el mismo arreglo. Datos preliminares de hibridizaciones 

de DNA total de 1?. tropici con el posible gene aceA revelan 2 bandas de hibridización, 

una de las cuales se ubica en el pSym. Hibridizaciones (condiciones de baja fuerza ionica) 

con ace13 de E.coli revela una banda debil en el pSym de R. tropici, 

Para complementar el enfoque de secuencia he analizado las actividades enziniáticas de los 

genes del ciclo del glioxilato de R. iropici tanto en simbiosis, como en vida libre, en 

diferentes fuentes de carbono, ya que los genes del ciclo del glioxilato en E. culi se 

regulan por la fuente de carbono. Las bacterias crecieron en medio mínimo con acetato o 

con succinato. Los resultados se muestran en la "Tabla 1. La expresión de malato sintasa se 

observa en todas las fuentes de carbono probadas. Isocitrato liasa se expresa en MM 

acetato y no se observa actividad en MM succinato. De bacteroides aislados de nódulos 

formados por CFN299 se obtuvo actividad de malato sintasa pero no de isocitrato basa. 

Tambien encontramos actividad de estas enzimas en la cepa CFN 299-10 la cual tiene una 

deleción parcial del pSym y solo muestra hibridización con isocitrato basa y no con malato 

sintasa. Posiblemente malato sintasa se encuentra duplicado pero los detectores utilizados 

no son lo suficientemente similares para revelar una banda de hibridización en la cepa CFN 

299-10. En E. con se tienen reportes de malato sintasa G y malato sintasa A. Ambas 

enzimas catalizan la condensación de glioxilato para producir malato, sin embargo la 

similitud entre ambas enzimas es de 30% a nivel de aa (105). Queda por esclarecer si 

existen dos copias de genes del ciclo del glioxilato en R. iropici. 

En 312 pb secuenciados cercanos a la posible isocitrato liasa encontré homologia con la 

succinato semialdehido deshidrogenasa de E con (106), y rata (107). En la lig 4 se 

muestra un alinemiento de aminoacidos de la succinato semialdehido deshidrogenasa de 

diferentes organismos. Supuestamente este gene se encontraría en el pSym, pero se 

necesita hacer una hibridación para corroborar lo anterior. 
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El gene de la succinato semialdehido deshidrogenasa actúa en el metabolismo de u cero 

glutarato junto con el gene gaba glutamato transaminasa. En 13. japonicum se postula que 

estos genes funcionan para producir succinato, el cual es importante en simbiosis, Estos 

genes en E. col! (108) se encuentran en un cluster y funcionan en la síntesis del ácido y 

aminobutirico. 

En la figura 5 se muestra la posible organización de los diferentes genes metabólicos en el 

pSyrn. 

Discusión. 

En el primer trabajo se muestran las rutas metabólicas que funcionan en R. tropel para la 

utilización de fuentes de carbono. En vida libre utiliza las vías de la Pentosa fosfato y 

Entner Doudoroff para el catabolismo de los azúcares. En medio mínimo con malato o 

glutarnato se observa la expresión de varias enzimas gluconeogénicas como la fosfoenol 

piruvato carboxiquinasa, fructosa-6-fosfato-aldolasa y la fructosa bifosfatasa. También se 

observa la expresión de enzimas glicoliticas como la glucoquinasa, glucosa-6-fosfato-

dehidrogenasa y fosfogluconato dehidrogenasas. Estas enzimas se expresan de manera 

similar en bacteroides. I?. iropici posee actividad de invertasa en bacteroides también 

posee dos sistemas de transporte de sacarosa, en vida libre (109). Estas evidencias 

posiblemente indicarían que esta bacteria está bien adaptada para la utilización de azúcares 

tanto en vida libre como en simbiosis. Si tomarnos en cuenta que la sacarosa es el principal 

componente del floema de Phaseolus vulgaris (110), el cual proporciona esqueletos para 

las estructuras celulolíticas del hilo de infección y puede ser una de las principales 'l'entes 

de carbono para el crecimiento de la bacteria y para el bacteroide, podríamos estar 

hablando de una adaptación de I?. tropel para la utilización eficiente de sacarosa en el 

proceso simbiótico. A partir de otros reportes se conoce que los azúcares pueden 

parcialmente mantener la fijación de nitrógeno y que las mutaciones que afectan a las 
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enzimas de !a degradación de azúcares, (fostbglucosa isomerasa y ftuctoquinasa) así como 

la síntesis de estas son Fix-  (50). Todos estos datos indican que se debe de considerar a 

los azúcares como compuestos determinantes en la simbiosis. Los azúcares pueden estar 

jugando un papel en el proceso de infección y colonización del /?hizobium a la planta 

hospedera. 

Seguramente los productos de degradación de azúcares son dirigidos hacia moléculas 

claves como el piruvato y posteriormente a la biosíntesis y generación de energía. Al 

bloquear la síntesis de moléculas importantes se pueden dar acumulaciones de sustratos y 

se puede reducir el contenido energético. Mutantes en enzimas de gluconeogénesis como 

enolasa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa y fosfoglicerato quinasa presentan 

gránulos de almidón en células infectadas, lo que demuestra que estos reservorios de 

energía no son bien utilizados. La utilización de los azúcares está condicionada por el 

hospedero, ya que el contenido de metabolitos secretados a la bacteria y al bacteroide, 

depende del tipo de planta. Por ejemplo, las mutantes en fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa 

(pckA) en algunas plantas presentan fenotipo Fix+, mientras que en otras se observa 

decremento en la fijación de nitrógeno y en otra planta se da una simbiosis totalmente 

inefectiva (52). Se sabe que bacteroides de chícharo formados por mutantes en pckA de 1?. 

leguminosarum reciben intermediarios de azúcares por parte de la planta que proveen lo 

necesario para una simbiosis efectiva (51). En esta simbiosis la diferencia radica en la 

excreción por parte de la planta y el transporte óptimo de los azúcares que proveen lo 

necesario para fijar nitrógeno. Es claro que la bacteria tiene un metabolismo primario y 

múltiples rutas anapleróticas acopladas al hospedero u hospederos para realizar una 

simbiosis eficiente. Al parecer tanto en 1?. iropici como en otras especies . de Rhizobium 

los azúcares podrían ser importantes en simbiosis. Se intentó sin éxito (Comunicación 

personal de E. Martínez) obtener mutantes en las enzimas claves en la utilización de estos 

azúcares para probar su papel en simbiosis. Esto podría explicarse debido a que quita 

existan rutas alternas para utilizar las azucares, también se conoce que mutaciones en 
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enzimas de la degradación de azúcares provocan acumulaciones de compuestos como 

dihidroxiacetona fosfato, el cual es tóxico. 

Rhizobium tropiei es una bacteria con un amplio rango de nodulación, capaz de nodular 

Phaseolus vulgaris, Lena!~ lencocephala, AMizzia lehbeck, Croialaria .speciabilis, 

Desmantlms illinoensi.S, Macroptiltan atropmpureum y Vigila unguiculata. No se 

conocen los genes que le confieren la capacidad de nodular todas estas diferentes plantas. 

Podemos suponer que el poseer múltiples copias de los genes regulatorios nod/..) (111) que 

se activan con diferentes fiavonoides excretados por las diferentes plantas y la versatilidad 

en el tipo de factores de nodulación que produce tanto sulfatados como no sulfatados 

(112), aunado a una plasticidad metabólica para utilizar las distintas fuentes de carbono 

que proporcionan distintas plantas, son parte de los atributos necesarios para tener un 

amplio rango de nodulación. 

En el articulo de citrato sintasa de R. tropici se muestra el papel en vida libre y en 

simbiosis de cada uno de los dos genes de citrato sintasa. Posiblemente el gene 

cromosomal se duplicó originando el gene plasnálico. Esto se ve apoyado por el alto 

grado dé similitud entre ellos en la zona codificadora. En las zonas aledañas de ambos 

genes la similitud no es significativa. La diferencia principal entre los dos genes es la 

región regulatoria. 

En la región regulatoria del gene cromosomal hemos encontrado sitios de unión a cip, 

(base 29, 46 ccsA) lo que indicaría represión catabólica, sin embargo por experimentos 

bioquímicos y de transporte, se conoce que 1?. tropiei pierde represión catabólica por 

glucosa y es capaz de utilizar simultneamente glucosa con glutamato. También utiliza 

sacarosa con malato. Queda por esclarecer si los sitios de unión a cap son funcionales y si 

tienen un papel en la represión catabólica por otras fuentes de carbono. La parte 

codificadora del ccsA muestra la mayor similitud a la citrato sintasa de Bartonella 
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henselae (85%) (113) y Pseudomomis aeruginosa (84%) (114). No encontramos 

similitudes significativas con otras enzimas metabólicas, sin embargo se conoce que citrato 

sintasa forma complejos metabólicos con diferentes enzimas como malato deshidrogenasa, 

aconitasa, fiunarasa, y el complejo binario malato desbidrogenasa, piruvato 

deshidrogenase. Estos complejos se han reportados en organismos eucariontes y se 

propone que funcionan para realizar más eficiente el trabajo metabólico, tomando en 

cuenta la formación de metabolones podría ser que en R. tropiei también la citrato sintasa 

se encuentre constituyendo complejos enzimáticos. Se requieren experimentos de 

inmobilización de enzimas para determinar si el fenómeno de la formación de metabolones 

se da tanto en vida libre como en simbiosis. Se esperaría que los metabolones en simbiosis 

diferirían de los de vida libre. 

Las mutaciones en ambos genes de citrato sintasa provocan que los nódulos formados por 

las cepas mutantes carezcan de la capacidad para fijar nitrógeno y que exista una 

disminución de 72% del número de nódulos. En los nódulos no se observan bacteroides. 

Las mutante sencilla en el pes71 (plasmídico) muestra una reducción de sólo 30% en el 

número de nódulos y estos son fijadores de nitrógeno, aunque la fijación de nitrógeno en 

esta mutante se ve algo afectada (20% de decremento). La mutante en el ccsA 

(cromosoma!) forma un 38% del número de nódulos con disminución en la fijación de 

nitrógeno (medida como reducción de acetileno) de 68%. 

Es claro que en ausencia de cualquiera de los dos genes, el fenotipo simbiótico se ve 

afectado. Esto indicaría que los productos de ambos genes son funcionalmente 

importantes en el proceso simbiótico. 

El fenotipo Fix-  de la doble mutante puede deberse a que presenta una fase lag de 12 

horas en medio rico. La tasa de crecimiento es determinante en el proceso simbiótico ya 

que la susceptibilidad de la planta por el Rhizobizon es transitoria. Al no crecer la bacteria 

adecuadamente no puede invadir eficientemente a la planta, llevando esto sólo a la 

producción de nódulos vácios, 



En la mutante en el gene cromosoma' de citrato sintasa, la copia del plásmido simbiótico 

suple la actividad de la citrato sintasa cromosoma' en buena medida permitiendo la 

colonización de los meristemos por lo que se obtiene la diferenciación de bacteria a 

bacteroide. 

Se puede suponer que la señal que activa la expresión del gene pc.syl es simbiótica. Esta 

podría ser la causa de no encontrar actividad de este gene en vida libre o en una mutante 

de E. culi. Sin embargo, el pcsA no funciona tan eficientemente para promover una 

nodulación y una fijación de nitrógeno como la cepa silvestre. En conclusión, el gene 

cromosoma' provee la mayor actividad de citrato sintasa no solo en vida libre sino 

tambien en el proceso simbiótico pero se requiere la actividad del pes/1 para una proceso 

simbiótico eficiente. Existen otros ejemplos en Rhizobium de genes duplicados que 

comparten la misma función, tales como glinS y nodltil (con actividad de glucosamino 

sintetasa ambos), que sintetizan los precursores para el esqueleto del factor de nodulación, 

donde noall está dedicado a las funciones simbióticas. Mutantes en ambos genes son 

incapaces de nodular veza o chicharo (15). 

Es bien conocido que en el citosol de la planta se detectan grandes cantidades de citrato 

(115) y que la planta provee succinato y malato al bacteroide ¿no podría ser que la planta 

supliera citrato o glutamato para complementar funcionalmente nuestras mutantes en los 

bacteroides y restablecer el ciclo de Krebs?. Se ha observado que los bacteroides de R. 

leguminosarum en el frijol, Phaseolus vulgaris, (variedad Contender), transportan 

eficientemente succinato y algunos azúcares, pero no transportan citrato, indicando la 

impermeabilidad de los bacteroides al citrato (116). Este hecho indica que nuestras 

mutantes dependen únicamente de las citrato sintasas propias para sintetizar citrato y 

mantener la continua operación del TCA. Siguiendo con esto, las niutantes en diferentes 

genes del TCA, tal como ce ceto-glutarato dehidrogenasa en R. meliloti, son Fix (54). 
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Esto se podría explicar por el hecho de que la membrana peribacteroidal es impermeable a 

glutamato, que podría producir succinil CoA y posteriormente succinato por el ciclo del 

gaba restableciendo el ciclo de Krebs. El hecho es que componentes indispensables para el 

buen funcionamiento de la bacteria en simbiosis no son necesariamente provistos por la 

planta o transportados por el bacteroide y se requiere que éste los produzca. Mutaciones 

en succinato deshidrogenasa son Fix-  (55) ya que la planta provee succinato al bacteroide 

y esta mutante no puede utilizarlo por no tener la succinato dehidrogenasa funcional. La 

posible razón de un fenotipo Fix- es que se requiere una gran cantidad de succinato para 

oxidarlo y proveer poder reductor, y para la producción de porfirinas para 

leghemoglobina. Mutantes en isocitrato deshidrogenasa también son Fix-(63). 

Con mutantes en 4 enzimas del ciclo de Krebs y estudios de transporte en el bacteroide es 

posible decir que el TCA está acoplado en su totalidad al proceso simbiótico y que cada 

uno de los intermediarios determinan la eficiencia en la fijación de nitrógeno. 

Cercano al gene plasmidico de citrato sintasa se encuentra una secuencia de inserción. 

Mutaciones en la base 52 del ORF2 de la 1S presentan el mismo fenotipo simbiótico 

(M,A.Pardo comunicación personal) que una mutación en la parte codificadora del gene 

de citrato sintasa. Esta mutación es reestablecida con un fragmento de 6k1.) que incluye la 

IS y el pesA. Posiblemente la IS, al insertarse, produjo un promotor nuevo para el pcsA. 

Se conocen otras 1S como la 1566, que al transponer generan promotores, Diferentes 

transposones como Tn5 al insertarse crean promotores constitutivos. En este caso parece 

que parte de la 1S promueve la expresión del pcsA en simbiosis. Nosotros no hemos 

logrado detectar actividad de este gene en vida libre en limitación de hierro o de calcio ni 

tampoco pudimos complementar con el pesA a una mutante gil/1 de E.coli, En 

Azorhizobiuni caulinodans (117) se encontró una secuencia similar a la 1S de R. tropici 

arriba de un gene nodD. (Abajo de este gene se ubica una IS de otro tipo). La secuencia 

es 73% idéntica en 364pb a la 1S de R. tropici (ORF 2) y posee una invertida repetida de 
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26 pares de bases de las cuales 20 son idénticas a. la invertida repetida de 1?. tropici. En 

Azorhizobium se construyeron fusiones con 231pb de la 1S con el gene laeZ y esta fusión 

provee un 72% de expresión del gene notIA (a traves de nodD), suficiente para ser activo 

en simbiosis. La expresión al 100% se obtuvo construyendo otra fusión que abarca parte 

de la IS y 1.3KB correspondientes a otro OR.F. En este caso, una 1S similar a la 

encontrada en 1?. Iropici parece participar en la expresión de un gene simbiótico. Mutantes 

en la región 5' de la IS de Azorhizobium no muestran defecto en nodulación, Dados estos 

resultados se podría esperar un dello en nódulación, si se mutara esta 1S en A. 

caulinodans, ya que, tal como se mencionó antes, promueve la expresión de nocIA a través 

de nodD. Es interesante que las 1S estén involucradas en la regulación de genes 

simbióticos. Se conocen otras 1S como 1566 en la región nodD de R. galegae (118) y 

1S66 dowstream de nodPQ en R. mehloti (119), Otro tipo de 1S se ubica upstream de 

nolK en A. cauhnodans (120). Si considerarnos la naturaleza de las 1S, es posible que 

estas secuencias fueran una vez móviles o continúen siéndolo y han servido tal vez en los 

rearreglos genómicos, y en transferencia • lateral de genes • de nodulación, inclusive 

generando promotores involucrados.en simbiosis. 

La secuencia de inserción en 1?. -  tropiel se encuentra en una sola copia en el plásmido 

• simbiótico. Quizá esto se deba a una colonización reciente de la -ES en el -genoma de R. 

troplei o a posibles mutaciones puntuales que le impedirían transponer. Presenta dos bases 

diferentes en las invertidas repetidas al ser comparada con la de A. tunfrfaciens en donde 

si existen múltiples _copias de esta IS. Alternativamente, el represor pudiera expresarse 

constitutivamente. En el transpoSón 115, su represor inhibe•el aumento en el número de 

copias en el genoma. Debemos de tornar en cuenta que nosotros obtuvimos sólo una copia 

en el genoma en un momento determinado por lo cual es posible que este elemento.pueda 

transponer en tiempos evolutivos. 
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Posible papel de los genes del ciclo del glioxilato 

El gene que codifica para la enzima malato sintasa se expresa en vida libre y en simbiosis. 

Esto puede deberse a que el intermediario que utiliza es ácido glioxilico el cual puede ser 

generado por glicina o por otras posibles rutas como la vía del ácido alantoico cuyo 

producto principal es glioxilato. Se tienen reportes de esta enzima en nódulos de soya, 

frijol, trébol y en Rhizobium crecidos en fuentes de carbono como succinato. Tatubien se 

conoce que la expresión de malato sintasa se ve incrementada en acetato. 

El otro gene del ciclo del glioxilato, la isocitrato (jasa, sólo se induce en presencia de 

acetato u oleato, pero se inhibe en succinato, No se tienen reportes de la actividad de esta 

enzima en simbiosis, El posible papel de estos genes en vida libre podría ser el de utilizar 

acetato como fuente de carbono en condiciones de stress de carbono en la rizósfera, Se 

conoce que el frijol, Phaseohis vulgaris, secreta acetato (121). Otras plantas como trigo 

excretan acetato en cantidades de 13mg por planta, En el suelo existen organismos que 

producen acetato. Se sabe que existe un alto recambio de este componente en el suelo. Sin 

embargo, 1?. iropiel crece a una tasa muy lenta en acetato, 20% del crecimiento de la cepa 

crecida en succinato u otras azúcares que se sabe son abundantes en la rizósfera. El 

defecto en el crecimiento podría ser debido a que en este ciclo no se generan 

intermediarios como oc-ceto-glutarato, el cual precede a aminoácidos y proteínas 

importantes en biosíntesis, y sólo se genera poder reductor de la reacción de la malato 

deshidrogenasa. En este sentido el ciclo puede operar sólo para la sobrevivencia de la 

bacteria. Pero, ¿cuál sería el posible papel de estos genes en simbiosis? Estos genes se 

expresan en plantas en el endospermo de la semilla degradando los carbohidratos para el 

mantenimiento del embrión, sustituyendo la maquinaria fotosintética que no está lista en 

estos momentos. También se expresan en la senescencia de org,anelos de la planta por lo 

tanto este ciclo puede permitir la gluconeogénesis a partir de lípidos derivados de la 
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degradación de diferentes componentes celulares como cloroplastos. Posiblemente este 

ciclo opere cuando las fuentes de carbono primordiales no son suministradas. 

En plantas noduladas y expuestas a la obscuridad o en nódulos removidos y colocados en 

la obscuridad por tres días se observa un decremento en el contenido de P1113 y a su vez se 

observa un importante incremento de la actividad de isocitrato liasa. Se ha propuesto que 

la degradación de PUB proporciona acetoacetato y posteriormente acetil CoA que sería 

utilizado por los genes del ciclo del glioxilato para la sobrevivencia de la bacteria 

desprovista de carbono en la senescencia del nódulo. 

R. fropici posee alta actividad de hidroxibutirato deshidrogenasa en bacteroides y casi no 

acumula PUB en vida libre (122), Esto pareciera estar indicando que en el bacteroide 

existe recambio de P1113 que seria usado para producir acetato, el cual se utiliza para 

pared celular, membranas, ácidos nucléicos y proteínas, tal corno se ha demostrado en 

experimentos con acetato radioactivo en bacteroides (123). El papel de estos genes podría 

ser el de utilizar el acetato proveyendo precursores para el mantenimiento estructural y 

metabólico de la bacteria. 

Los resultados del análisis de la utilización de 98 fuentes de carbono por las cepas CFN 

299 y CFN 29910 (una deleción parcial del pSym que no posee los genes metabólicos 

reportados en esta tesis), muestran que las dos cepas utilizan de manera diferente fuentes 

de carbono como tween, galactosa, lactosa, sorbito], ácido hidroxibutirico, prolina, 

carnitina. Esto indicaría que existen en el plásmido simbiótico genes involucrados en el 

metabolismo bacteriano. Tal vez se pudieran encontrar nuevas rutas metabólicas 

codificadas en este plásmido. 



Conclusiones 

El estudio genético y metabólico nos proporciona una visión más amplia acerca de las 

funciones vitales de los organismos. Considerarnos que es importante realizar más estudios 

sobre como cambian las expresiones enzimáticas en los diferentes estadios de la simbiosis. 

Posiblemente, de acuerdo al estadio de la simbiosis y los requerimientos (le la bacteria, se 

de la expresión transitoria de las diferentes vías metabólicas. Quizá en el inicio de la 

simbiosis, la glicolisis acoplada al ciclo de IKrebs y cadena transportadora de electrones 

sean predominantes, mientras que en la fijación de nitrógeno funcione con un ciclo parcial 

del glioxilato acoplado con un TCA y otra cadena transportadora de electrones, adaptada 

a una concentración de oxígeno baja. En la senescencia del nódulo, el ciclo del glioxilato 

podría proveer esqueletos de carbono para la sobrevivencia de la bacteria, Se necesita ver 

el proceso simbiótico en los diferentes estadios para poderlo comparar con otras bacterias, 

ya que la simbiosis se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, Por otra parte el 

haber explorado genes metabólicos nos provee de herramientas para abordar aspectos 

evolutivos y fdogenéticos. En ese sentido en nuestro laboratorio hemos empezado a 

caracterizar citrato sintasa de otros Rhizobium. Decidimos usar como marcador el gene de 

citrato sintasa debido a que pertenece a un ciclo ampliamente distribuido en una gran 

cantidad de organismos tanto procariontes como eucariontes, Este gene tiene un amplio 

compromiso funcional tanto en funciones metabólicas así como parte de unión de otras 

enzimas en la formación de metabolones. 

Considero que tambien es necesario relacionar nuestro modelo de estudio, Rhizobium 

tropici con patógenos como Agrobaciernun rhizogenes y 13rucella aborius, ya que 

filogenéticamente son muy cercanos por secuencia de 16SrlINIA ribosomales. Seria 

interesante saber si comparten tambien las estrategias metabólicas descritas en Rhizobium. 
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	01» 	 !RR 1317bp 

OFF 3 301aa 
ORF2 82aa 

 

fRL 
	 OFF 1  

IS Rt 
°RIP 3 

1 aaaccgccccgasrtttcrccggagg*gtttggtttaagttatgcagccatggctggctcgtccagcatggcatagtaacgttcttcggcttcagcaggc 100 

licttgacgcagcccaaacggcceccabcaaaccaaattegliacgccggtaccgaccgagcaggtcgtaccgtatcattgcaagaagccaaagccatecg 

101 ggaatgtttcctatgggctccagaagacgccggttgttgaa.ccaatccacccattcgagagtggcgaactccacgqcttegaaattgcgccatggtcccc 200 
ccttacaaaggatacccgaggtcttctgc-ggccaacaacttggttaggtgggtaagctcacaccgcttgaggtgccrraaactttaacgcngtaccaggcg 

ORF 1 
201 gccgiaatgacctcgaccttgtacraggccgttgatcgtttcggcgagagcgttgtcgtaactgtcgccgacgcttcóaacggaaggcrcgatgc.-.ctgc 300 

eggetacctactggagccggaacatetccggcaactaarziA  gccgctctcgcaacagcattgacagcggctgcgaa ggttgcctt ccgagetacggacg 

301 	ctccgccagccgttcggaatacttaatcgatacgtattgaacacccc tgteggagtggrtggatgagcccaccgcgatggactggccgccggtcatgg-agt 400 
gaggeggtcggcaagecttatgaattagetatgcataacttgtggggacagcctcaccacctactcgmtggcgctacctgaccggcggccagtacctca 

401 gectggtccagggcatcgaggacgaaacccgcatgageggttcggctcgcccgccagccgacgatgcagegggcgaacgcgtcaatcacgaaagcgacgt 500 
cggaccaggtcccgtagctectgctttgggcgtactcgccaagragagcgggcggtcggctgcr_acgccgcccgcttgcgcagatagtgrtttcgctaca 

501 aaacgaagccttgcc.aagtggctacatacgtgaaatcggaaagccac.aacatgttcggcgcgggagcacagaactggeggttcacgcggtegagcaoaca 
tttgcttcggaacggttcaccgatgtatgcactttagcctttcggtgttgtacaagccgcgccctcacgtcttgaccaccaagtacaccagctcgcct gt 
ORFI 

601 Mageggccttgecagacacggtcgttttgacgggctttccacggataatgccctgaagacccatcattercataagccgagraaacagtgcatrgagct 
atctcgccggaacagtctgtgccagcaaa.actgcccgaaaggtgcctattacgggacttctgggtagtaagagtattcggctCtttgtcacgtagctcga 

701 atgtcgaagccttcccgctgcaactgccgccatactttccgcacgccgrtagacttggaaattctCattgaacactcggcgtatctcgaccttcatggccg 
tacagcttcggaagggcgacgitaacmcggtatgaaaggcgtgeggcatctgaacctttaagagtaacttgtgagccgcatagagctggaagtaccggc 

600 	Secuencia de inserción de 

R.LY pi 
Organizacián 3 ORFS. 

700 	Invertidas repetidas.así 
como códnnes de inició Y 
terminación en cajas. 

800 	Mutación con Tm5 y 

801 cgtcgcgacgagcgcgggrccgacaggcggtccacgtccgtgcgcttggcgatggcgtcatagta.agtggacggggcaatCagcagcagcctacagatcgg 900 

gcagcgctgctogcgcccggctgtccgcCaggtgcaggCacgcgaacCgetacCgCagtatcattracCtgccccgttagccgtcgteggacatctagcc 
ORP 3 OP.F 2 

901 ctegaccecgaactttgagcggtgttcgtcgatgaaggaaatcatcgcttcagtgggeggtcgagetccórctggge-aaaataagccgacgccttaccraa 1000 
gagetcrancttgaaactcgccacaageagctacttcctttaE3tega=ca.cccgccagct,c.91-V.Sgacccgttttattcggctgcgaaatgcgtt 

1001 aatetcattggcetestegaagctegcggttctccegctcaagggcctteatcttcteggcgacategcttggaaggcctgctegtttgccgctgtcaaCa 1100 

ttagagtaaccggacagcttcgagcgccaagagggcgagttcccggaagtagaagagccgctgtagcgaaccttccggacgagce.aacggcgacagttgt 
ORF 2 

1101. tcggctttettCaCccactcatgcagcgtatgtgccgagcagccaatcttggcgctatggatcraaactgcciaccCaccggatggatgcteggrctcatgg 1200 
agccgaaagiagtgggtgagtacgtcgcatacacggctcgtcggttagaaccgrgatacctactttgacggegrggtggcctacctacgagccgga  crta  cc 

1201 tccaaaa.-catgeggztagctcggteacgaacttcaggtgaaatttgttggtcgtcttgatcatatcggptccactttcteacgagrt catccgcc4  1300 
tasistttggtacgcataccgagccagtgcttgaagtccactttaaacaaccagcagaacgagtatagccgaggtgaaagagtgetcaaccgagacgcí 

1301 1317 
bio 	 pcsit 

   



Fig, 2, Comparación de OPFS IS3 R.tropici y ORFS 15868 A.tumefacirms. 

08F 1 Funcion desconocida. 

Percent Similarity: 70.677 	Percent Identity: 54,887 

orflISRT.pep x orf3is868. 

1 MDDLGLVEAVDRFGESVVVTVADASNGRLDACLRQPFGILNRYVIIHTVG 50 

11111111.11111.1:1.1.1..:1111111 	1:111 	, 1 
1 boDff.LVETVDRFCERVIVAVIDTPDGRLDACLCOARIIPDRIIVIItTA 50 

51 VVDEPTAIIMPPVMECENQGIEDETRESGSARPPADDAAGERVDTIESIZ/14 100 

" 	• 	11' 	'1:1.11:1 	1.11.11 1 -111111:1,:. 	11.-:.1: 
51 14/411KA.M.C913TPINKCLLERIMEARMCCFARPPADGATSKOVIDDKO1IVD 100 

	

101 EALPSGYIREIGKPQUVRRGSAELAVHAVERT* 	  133 

11111 	1 	11 	.11.1 1 1 	: 	.1111:1.11 
101 EALPSRDIGEIRNPQPWRRGFKIAMMTSISRLVRERRADRLSPUNT 150 

Represor putativo 
Percent 	 80.247 	Percent Identity: 72.840 
orf2ISRT.pep x orflis868. 

1 	 MRPSIUPVGGSFIRSAKIGCSAUTI, 25 

:11 	 •111111: 	H 
1 MSKTTNWSPEVRQRAIRMVLIMEASIPSRWAAVSSI..AAKICCSPATL 48 

26 ROMIKKADVDSGKRAGLPSDVAEKMKALERENRELRQA/MILREASAYFA• 75 

111111.:111111111111111111111111111111111111111111 
49 NEWVKKTEVDSGKRAGLPSDVAEKMKALERENRELRQADEILREASAYFA 98 

76 CIRSSTAW... 83 

99 MAELDRPFER' 109 

Transposasa Putativa 

Percent Similarity: 91.030 	Percent Identity: 84.385 
orf3ISRT x Ajoacterium Curte 27, 1995 

125 MISFIDEURSKPGVEPICRLLPIAPSTYYDAIAKRTDVDRLSARARRDAA 174 

1111111111 	111111111111111111 1.:1. 	:•:.11.111.1 
1 MISPIDEHRSVFGVEPICRI,LP/APSTYYMIACIALGCGPLSVRARSDIS 50 

• 
175 MKVEIRRUFNENFQVYGVRIMRQLQRIMEDIARCIVSRUIRMI4GLOG/I 224 

:1:111111::11.11111111111.11111 	11111.1111 	1:111:1 
51 LKIEIRRVFEONFRVYGVREMWRQLKREGFDAARCTVARIXIRSMSWGVI 100 

	

225 ROKPWITVSDKAALCPWRVNROFCAPAPN241 	 TWOGFVYV 274 

1111::11.111.1 	:111111111 	11111.1 	111111111 

	

101 RCKPIRTTFSOKTAP5PLDRVNRWAPAPNRL 	154crvvy 150 

275 AfVIDAFARRIVGWRA9RTAHAGPVIZALVOALRDRRPWRGGI 	324 

111 1 1.1111.11111111111:111111:1111111111 	111 
151 AFVICYFARRIVGWRASRTAIIASFYWALIQA.LIIDRRPVIIGGGI 	200 

* 

325 SIKYSERLIAEAGIEP¿VGSVGL 	LAETIN(31.,IllikEVIIIRRG 374 

~1111111111111111111 	111111111111111111 	. 
201 	SIRYSERLAEAGIEPSVGSVG 	LAETINGLYKAEVIHRRG 250 

375 PWRUFEAVEFATLEWWWENNRRLLEPIGNIPPARAEERWAMLDEPAMA 424 

111.11.1111111111111:1111111111111111.11111111:111 
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Fig. 3. 

Autoradiografía de experimento tipo Southern con DNA total 
digerido con EcoR 1, e hibridado con un fragmento interno de 
la IS3 (1225 pb) como detector 

1, 2. 	A. rhizogenes (Kag3, CHag4) 
3, 4, 5 	R. tropici (299-10, 299, 899) 
6 	R. etli (CE3) 



TABLA 1 

Actividad específica en R.tropici CFN299 crecida en medio mínimo 
con diferentes fuentes de carbono (18 hrs) o aislada de nódulos. 

Malato sintasa 	Isocitrato liasa 

Fuente de carbono 

	

ACETATO 	1.49 	 0.66 

	

SUCCINATO 	0.99 	 ND 

	

BACTEROIDES 	0.58 

Actividad específica en R.tropici CFN299 -10 (deletada del pSym ) 
en medio mínimo con diferentes fuentes de carbono (18hrs ) . 

Malato sintasa 	Isocitrato Nasa. 

Fuente de carbono 

	

ACETATO 	 1.2 	 0.83 

	

SUCCINATO 
	

0.98 	 NO 

a) Actividades nmol/min/mg/prot. 

b) Fuentes de carbono 10mM 

c) ND= No detectada 
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Fig 4. 

Alineamiento de las succinato semialdehido 
deshidrogenasas de E.con, rata y R.tropici. 
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Figura 5 

Organización de posibles genes metabólicos plasmídicos de 
R. tropici 

pSym 

-4•1  	 upp. 

gabD 	 ace8 	arA 133 	 pcsfl 

Las flechas indican marcos de lectura abierta. 

Los puntos indican la secuencia obtenida hasta el momento. 
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\Ve determine(' the nucleotide sequences of 16S rRNA gene segnients from 	Rhizabium strains that have 
peen isolated from tropical legume species. Alt Share the capacity to nodulate Phasealus vulgaris 	the comino» 
pean. Phylogenetic analysis confirmed that these simios are of two (Interviú ehromosomal lineages. We delined 
the hos( ranges of two strains of Rhizabium etli and three simios oí' R, tropel, coinparing them with those 4)1' the 
two most divergently related new strains. Twenty-two of Ole 43 tested legume species ssere nodutated by three 
or more of these strains. A11 seven strains have hroad host ranges that incítale ssoody speeies such as Albizia 
Iebbt'ck, 	macultaa, and Leueavna leneocephala. 

• 

Memhers of the gentes Rhir.obium forrar nitrogen-fixing nod-
ules tura the roots of legurninous plants and (bus are of great 
ecological and agronomic siguificance. These bacteria origi- 
nan},  were assigned 	species on the hasis of their holt spee- 
iticity (8), a practice that has heen seriously eritieized (22, 41, 
45). New approaches that considcr genetie characteristics as 
well as symhiotic phenotypes now are availahie, and they have 
hecome %befol in defining relationships among rhizohia (11). 
Analysis of rRNA genes is at present the most useful means to 
achieve this goal (42), and the phylogeny of the knowu mem-
bers of the Rhizobiac'eae is under revision on the hasis of 16S 
rRNA gene sequences (6, 28, 40, 43, 44). 

This approach has atm) hect) useful for defining new RItizo-
l'hmr species, including two of particular. nuevest lo os: ni:izo-
/VI/ni elli (21)) and R. tupid (23). 13oth of these 4vtganisms 
estahlish effective symhioses with hean, Phaseolus- vulgaris L. R. 
et/i, which has multiple copies of nif genes (21, 26), most likely 
is the symbiotic specieS that coevolved with heno. R. tmpici„ 
which has single copies of nif genes, aodulates Leucaena spp. in 
addition to bean (20), and it is- tolerant of stress conditiuns 
such as high temperature and acidity (10, 13). 
• R. legumittosamm hv, phaseoli and other Rhizobiuni spp,•of 
uncertain taxonomie allinities also are capable of nodulating 
and fixing nitrogen in associalion with R vulgaris (6, 21, 25). 
Nodulation of vutgaris by a wide range of simios from trop-
ical legumes originan},  was reponed some years ago (18, 41). 
More recently, herrn-nodulating strains have heen isolated 
from Lettraena spp„ as well as from Dalea leporina, ('lilaila 
tematea, and other tropical legumes (2,12, 21, 33). Strains of R, 
fredii (13, - 27) and R. meti/osi. (3) also share- this capaeity. 
lectively, these nbscrvations are focusing al tent ion no !lean and 
the variety of dilferent organisms that.enter finto symbiosis with 
it, 

The purpose of the work descrihed Itere was twofold. First, 
we wished to define the genetic relationships of a group of 
simios that are capable of nodulating, hetet bol were originatty 
isolated from other tropical legumes. Second, we ~te(' lo 

*Correspontling nuthor. Nlailing.arldress: Department of Pinot Pa-
tholoev, University of Missouri, Columbia. mo 65211. Pilt113C: (31,1) 
882-2643. Fax: (314) 882-0588. Electronic mai! address: 
nrizzottl.missoutiedu. 

t Journal Series 12,260 of the Missouri Agricultura! Experiment 
Statioo. 

systematically investigare the holt ranges uf a diverse group 
strains with the colmo!) capacity lo ;Build:de heno, \Ve se-
lected two divergent strains: 13R816 (38), originan},  from Ilra 
zil; and CFN234, originan),  from Mexieo. These were com-
pared with R. tropici CFN299 (type A), C1AT899 (type 1.1, the 
type strain for the species), anee 1,1M R1173 and R. etli C1'N42 
(the type strain for the speeies) and F16. 

Analysis of 168 rRNA sequences. The• partial nueleotide 
sequences of the 16S rRNA genes from Rhizobitun sp. strnins 
13R816 and CFN234 (from Leucaena lencocephala), CFN214 
(from Macroptititun gibbosifollinn), CFN265 (from L. osen- 

In...tains: 	.1. 
W116 • 	AGeGGCAtIzAC GGGIUAGTAA 17,XP:GIY.WzGAA T(.7FACCCITT TCTACG(71MT 
CFI4244 	CAGAC GGGIVIAGTAA Cr...7,C5rGGGAA CGTACCCT1T ACTACGGAAT 
CFN2 34 	...GGCAGAC GCK.IIUNGTAA CGCGTGGGAA CGTACCCTTT ACTACGGAAT 
CFN265 	AGCGGCAGAC GalltlAGTAA CGCGTGGGAA CGTACCCTTT ACTACGGAAT 
C1 i80 	AGCGGCAGAC GGGTGAGTAA CGCGTGGGAA curAccerrr ACTACGGAAT 
Consensus -----CAGAC GGCTGAGTAA CGCGTGGGAA --TACCC1IT .-CTACGGAAT 

51 	 100 
88816 	AACGCAGGGA AACTIMTGCT AATACCGTAT GAGCCCITCO GGLIGAIV‘GAT 
CF0244 	AACGCAGGGA AACT1UTGCT AATACCGTAT GrcreZTVCG (3GGGAAAGAT 
CFN234 	MCGCAIMGA AACGTGTGCT ANTACCGTAT GlUCCCITCG GGGGAAAt7AT 
CFN265 : AACGCAMGA AACITGTGCT AATACCGTAT G-rxecTrtu GCGGAAAGXI' 
01180 	AACGCAIUGA AACGTGTGCT AATACCGTAT GIUCCCTITG GGGGAi-AGT 
Consen.sus AACGCA-GGA AAC-TG1C1CT AATACCGTAT G-GCCert -G ar,Giv,Anivr 

101 	 150 
¿35016 	Tverecx3cim AGGATGAGCC COCGITC;GAT TAGCTAGIIn. GTGGYSTAAA 
CF0244 	ITATCGGTAA GGGATCGGCC eaeGrtr,GAT TAGCTAGTTG GTGGGGTA.AA 
CFN234 	TTATeGGTAA AGGATWOCC ce,currc-zin TAGCTAG119 GTGGGGTAAA 
CFI426S 	ITATCGGTAA AGGGICGGCC CGCGTTGGAT TAGCTAGITG GTGGGGTAAA. 
C1.1.80 	TTATCGGTAA AGGATCGGCC rX7:-.31-TTI1T TAG,̀_:TAGITG GTIGGCKYTAi..A 

ITATCGG-AA 	 TA17.C.TAGTIll 

111816 
CE-11244 
CFN234 
CFN265. 
Cli 00 
Cormensus 

I.51 
rY.;CCTACCAA 0.7.:GACGATC 
GC.,'CCTACC.AA GGCCACGATC 
GGCCTACCAA CI3CIACGATC 
GGCCTACCAA GGCGACGAT1: 
r.,GCCTACCAA GGCGACGATC 
GGCCTACCAA GCCGACGATC 

r.:TGAGAWAT 
CATAGrJTOGT ClUAGAGGAT GATCAGr..":'AC 
CATAGCT5r.IT CTGA 	  
cATAGr:1:57:41T CTGAGAGGAT GAMAGtf,-;Ar-: 
cATAGCTGGT CTGAGAGGAT GATC.M7.CC;V: 

-Ar.";CD-XIT 

115816 
C1/4244 
CI19234 

201 	 219 
A'ri‘GGIV.11:1, AGACAC, 
ATIY.-„Gr\c-rc; 

   

ATT.11X;NCTC: AGACAC... 

1 7103. 1. Migned serjuences 	 Hl Ole WNA 	of 	Rhf.-nbit im 
strains capable 	lindlitating he ;In. 

0111265 	AITG 
C1180 
Consensus 

2775 
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RhodospirIllum rubrum 

	  Erythrobacter iongus 

	  Azorhizobium caulinodans 

Bradyrhizobiurn sp. BTAiI 

f_. Bradyrhizobium sp, NZP2257 

Bradyrhizobium japonicum 3407 

-{ Bradyrhizobium japonicum 110 

—E
Bradyrhizobium japonicum 59 

. Rhodopsoudomonas palustris 216 

Bradyrhizobium japonicum 76 f  

Bradyrhizobium japonicum 131 

	Rhizobium tropici * 

	 Rhizobium leguminosarum bu, phaseoli * 

Rhizobium mellioli 169 

/0•11,1•••11•1 

Rhizoblum meilloil 4017 

Rhizobium melitoti 9930 

t..._

Rhizobium melilot, 2013 

Rhizobium sp. BR816 

Ritizo*bium sp. CFN234 

CURO 

	* 

.....{{— 

Or191 * 

11 
 

Rhizobium sp, CFN265 * 

{flhizobium O CFN42 * 

Rhizobium sp, CFN244 * 

Rhizobium sp. F1-27 * 

.....1111.11•1~111 

Genelic Distarles = 0.01 

l'1(3. 2. 
Rhizohhon 

l'hylogenelie tree ()Hable(' by neighbor joining groups derivcd from a Jukes-Cantor distance matr ix ni lite aligned scquerlees of 16S rRNA franinents irnrn 
spp. and rclated bacteria. Simios cambie uf nodulating P. migads are indicare(' by stars.. 

lenta), and Cli80 (from C. ternatea) viere determined by di-
rectly sequencing PCR products. A DNA region corresponding 
to nucleotides 20 to 338 uf the Eschetichia con 16S rRNA was 
amplified from cach strain with primers Y.1 (5'-TGGCTCAG 
AACGAACGCTGGCGGC-3') and Y2 (5 '-CCCACTGCM 
CCFCCCGTAGGAGT-3') as described previously (44). DNA 
sequencing was performed with a T7 DNA Sequencing Kit 
from Pharmacia LKB, and sequences have bcen placed in 
GenBank' under accession numhers L20762 for CFN265, 
L20763 for CFN244, L20764 for Cli80, L20765 for 1388 I 6, and 
L20766 for CFN234 (Fig. 1). We created a multiple alignment 
with the PILEUP program of the University of Wisconsin 
Genetics Computer Group Package (5). The neighbor joining 
algorithm -from the Neighbor Program of Felsenstein's Phylip 
3.5 (15) was used to define the phylogenetie relationships (24). 
We rerooted the tree with the program RETREE (15) and 
inciuded sequences from twa other bean-nodulating strains, 
FL.27 and OR191 (7). 

The resulting phylogenetic tree (Fig. 2) shows that the live 
Rhizoblunt strains represent distinta chromosomal lineages 
that have evolved the capacity to form nitrogen-fixing ondules 
with bean. Four of the strains form a cluster with similar 16S 
rRNA gene ,sequences, and they all have a diagnostic pattern  

of restriction sites that is characteristic of R. etli (6). Ali uf 
these strains have allinity tu R. e& FL27 and OR191 and to 
genomic species .1. , which was isolated in France by Laguerre 
and associates (17). These bacteria also Share a comrnon iso 
electric form of glutamine syathetase 11 (32), an enzyrne pro-
posed for use as a rnarker of species nr groups of strains in the 
Rhizobiaceae (31); thus, they probably derive from a common 
ancestor. Rhizobium sp. strain B11816, which has a different 
geographical origin, is separated from ibis group and elustered 
with R. ~n'Ion and die(' rhizobia, including R. fredit,' 
hilan sp. strain NG R234, and the recently proposed 
bium saheli aud S. huanga (4). The 16S rRNA sequence nF 
BR816 contains four key restriction sites that are diagnostic lot 
division A of R. nteliloti and in faca identical tu that uf the R, 

type strain, AlM 9930 (6). 
Analysis of host range. Table 1 summarizes the results of 

nodulation experitnents that ware concha:tul in repíteme(' tests 
under a controlled environment (16) and that tu our knowl-
edge represent the mos1 extensive puhlished databas(' no the 
host range of hean symhionts. The host muges of RhizoPiunt 
sp. strain CFN1234, a member of the R. 	!image, and 1111816. 
an organisni more closely related lo R. iefflon,iwere selecto cl 
for comparison with twn strains of R. culi and Unce strains uf R. 
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N + F 
N 
N 

N' + i 

1: 
1: 
O 

N 
N' 

N' + 
N' 

N 
N' + F 
N II.  
N' + F 

tllrizia lebheck (I...) 
Cintra:a rajan (L.) Millsp. 
Canaralla ensTannis (1-.)DC 
Clianthus ,fonnosus (G. Don) Ford & Vick. 
C.:malaria sena, Retz. 
Cyamopsis fetragonoloba 
Desmanthur illirurcrrr.cis (Miclix.) MacM. 
Desuunliuns cana dense (1..) DC 
fleiningia eangesta 
Gliricidia mar:data 1113K 
Glycine num' (L.) Merr. 'Peking' 
ludigofera Mulada I— 
Leucaena leueocephala (1.1ini.) De Wit `{ Imninr Iraní' 
Louis romiculatus L. 
Alacromibunt airoputpureum Lid). 
Phaseolus angularis (Wiltd.) Wight 
Phaseolus uulgaris L. 
Sesbania erallata (Raf.) ('ory 
Tephrosia vagelii 1100k f. 
Visma umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi 
Vigna unguiculata (I...) \Vali). 
Vigna 	(L.) A. Rleh  
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" 	nodules contained leghemoglohin; N, noilules lacked leglienunzrohin; N', nodules lacked leglientoglobin and additioaally conlaiiied ti ihly darkcncd and 
seneseing cclls; 1), no nodudes, 1-he following species did no( iornt noduies with any oi lite strains: ,, feavia arab: canilla I)(', 	saman (Jacti.) 	Muell., 
americana Medik.,Arachis hypogaya L.., ('alopagnititaii caer:della, Bummilm. Olernsi.), liesinorlilati ~Mama, (Lmeq.)DC:Eiyillrilta 	 11..,., Galatila miaus (.lacti,) 

Glyeine soja Sic!). Ñ Zucc., Kimonerommia siipulacea (Maxim.) Makimmo, Lablab Inaptimus (II...) Sweet Itongai,' i,otonrials hrrirrrsü Hak., 1.1epiontv annum 1... 
Illarraivlorira amillare (F. Mey.)Verde„ Afedicago saliva 1-, A111(1411(1 imoiniens (1„) 	l'ivian satiritom 	yylwearpus retragrauklolim (1,.)1)(7.. .rtylamanilles (-aparad VIT.. 
1.041.11111 sulaerranerau L., and-Vicia beirghalensis I.. 

tropiri. Ali strains failed to nodulate 21 oí the 43 diverse le-
gume species uscd as test plants. Included in Ibis group of 
legumes are Medfrago sativa, Trifohunt suhtelTaneunt, and Pi-
stan sativum, hosts, respectively, uf R. nrehloti, R. leg1minosa-
17U11 bv. trifolli, and /?. kgruninosaruni bv. viciae. This categoiy 
also eneompasses 	 Ca017110011, DeállindiU111 unci- 
natunt, Labial; ptapureus, and Psophonnpus tetwanolobus, all 
of which are hosts of the well-known, broad-host-range strain 
Rhizobium sp. strain NOR234 (19, 34). 

Only live legume species responded uniformly to al! seven 
strains. Canavalia enstformis,Cajanus cajan, and Tephro.via vo• 
gelii produced nodulés that inevitably failed to flx nitrogen, and 
P. vulgaris and Gliricidia maculala always prochiced fully 
nodules. The uniformly compatible response of 1', vulgaris is in 
full agreement with previous ohservations (23, 29). G. MaClf-
lata is a tropical American shruh and a member of the trille 
Galegae (1). Although Chis species is not closely related to 
herrn, rhizobia from Gliricidia spp. can fix nitrogen in associa-
tion with P. vulgaris (13), and thas there ;ippears lo he a 
reciproca' sharing of nodule organisms between these two spe-
cies. 

The remaining 17 legumes responded dilferentially to the 
seven test slrains. Interactions were often uniformly Fix , as in 
combinations of Sesbania exaltada with R. tropici C1AT899 and 
Vilma unthellata with Rhizoblunt sp. strain 1716 (Fig. 3A). Other 
responses were more complex. Individaal plan) responses 
sometitnes were distinctly heterogeneous, consisting nf large, 
dceply pigmenta Fix.' nodules intermingled with smaller nod-
ules that lacked leghemoglobin and oflen were visibly ;amor-
mal (Fig. 313). Combinalions yielding sud) aherrant 'pulules 
are designated Nod' in 'rabie 1. In one pairing, that of &ma-
laria serial and R. tropici, nodules possessed dad:, spherical,  

seneseing interiors surrounde(1 by a translucent cortica) layer. 
Ahnornial nodules in (alter combina ions were characterized 
by rust-colored necrotie cells that al yeared to enshenth I he 
infection 1hreucl. Thus, although Fix ' nodules appearyd in 
many combinations, the interactions were in fact incompatible 

varying extents, as indicated in 'Fa He 1. 
()Lir nodulation data allow a number of important general 

conclusions to be draWn. 11 is apparent, for example, that nene 
of the st mins is symbiotically restricted lo the two legumes that 
have been examined in the vas', 	yulgaris and 1,, lenco. 
(viuda. Nodulating abilities, although sometimes, strain spe- • 
cifie, extend viven heyond these two legiones to  encompass a 
diversity of other species. 'Tus, R. eth is nol a narrow-host-
range symhiont, as has !leen assumed previously (23, 29), and 
the unclassilied organisms, ton, seeni lo he hroadly adapted to 
symbiosis. 

Our experiments with R. tropici greatly expand previous pre-
liminary observations that specics olher iban P. migad+• and t.. 
leucocephala are nodulated (23), and they indicate that Ibis 
organism, ion, has a broa(' host range. There is distinet si rain 
heterogeneity: host reactions tu C1AT899 and CFN299 aré 
sirtually Wein ical and distinctly 	Iban that of the third 
strain, UM R1173, a (migue strain that cannot he classified as 
either type A nr type 11(23). l'out legume species formed Fix 
viudales with the first two striiins Hit were unreactive with 
1IMR1173. 	is also evident that alrnost all of the aberrani 
Noel` responses involved R. - n.o/PO. 

The sYmbi(1iic phenotypes la' the two R. eth strairis and the 
two Rhizobium strains from L. leucocephala are not readily 
distinguishable from one another, and in fact, thcy are not 
greally Meren( from those oí 1?, 	Alth(mgh there are 
strain-specilic dilferences oil a 'lamber ()I' hosts (Tahle 
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Arri . 	 1111( q,1111,11, 

FI(;. 3. Nitrogen.lixing nodules produced by (A) liltizaibium sp strain F16 on 11w swollen tlip ¡out 1)1 1 'i(,oui umbrifitta ;111(1111) li oreopici CIAIR(14 nn the 1,11)1 c1.1u.n 
of Molcroptilium tartopolorurofon, 

angtdaris is the only legume yielding a l'ix response with R. 
etli versus no response to the leticaena sí mins. V. tuninlhita 
also can discriminme R. ntli from the leueacna siiains, hui the 
distinction is 111;11 of 	' versus Nod ' . 

The response of 1.. frueocepltala to the lesied strains war-
rants special note in light of previous conehisions that st mins oí 
R. tupid. hitt nol ihose of R. elli. can noclublic Ibis species 
23, 29, 3(>,, 39), Although we round that the type ~in of R. etli 
forms only 	nodules oit 1.. Ieucttrephulrr, st main i 1 ti el iei ted 
a fully ‘vild-type response that was not ohviously difieren! from 
that lo R. tropici (Tahle 1). `Elms, R. elli and R. tropici hoth 
should he viewed as symbionts oí this legume tree, an ohser-
vation that has significan( implications for interpretation of 
dala un responses of tiodulation genes to signals from roots of 
L. leurocephala (3(i, 37,-39), As nodulators of L. letteoceplutla, 
these organisms also Share a commott post with rhizohia orig-
inally isolated from a •diverso group of le unes: Astragalus 
onolnychis, Calliandra spp., Coronilla varia, G. macakaa, 
Nal) putpuretts, Lotus divaticalus,.0noblychis 	and oth- 
ers (3. 14, 34, 35). 

When viewccl collectively, orar results reinforce the utility oí 
hean as a host lo sort out the nodulat ion strategies oí phylo 
genetically diverse rliizohin - (29, 35-37). Wc have identilied 
additional, readily availahle hosts that may fue broadly useful 
for these experiments.(G. maculata, Macroptilitun atuptpu-
11-'1011, and duce species of Vigila), and _we have discovered 
aherrant nodule responses ihat may prove to he useful models 
fór sludying Icg,tunc-Rhizobitun incompatibility. 

\Ve are intlehied io Peter Voling for Iris vainable Itellt. We thaia 

Mareo A. Ilogel and 	Martínez. Romero for Iccltuirul siipporl 
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Discusión apéndice 1. 

En este trabajo se determinó el rango de nodulación de Rhizobium irofficip ilhizobium elli 

(124) y un grupo de Rhizobium .spp. Todas las cepas evaluadas poseen un amplio rango de 

nodulación y nodulan tanto mimosoideas como papilonoideas. Esta característica es 

compartida con otras especies de bacterias no identificadas (125), que pueden nodular 

Albizzia y Vigna (como nuestra cepa F16). Tambien se conoce que 1?. mehloti 026) 

puede nodular Alacropiihum y Pha.svolus Pulgaris (como nuestra cepa 13R816). 

Nosotros tambien determinamos la posición filogenética de nuestros Rhizobium .spp, 

mediante la secuencia parcial del 16SrRNA. 

Las cepas CFN234 CFN244, CFN265, y Cli80 pertenecen al linaje etli por : secuencia y 

patrón de restricción del 16SrRNA, por poseer un común punto isoélectrico en glutamino 

sintetaza enzima propuesta como marcador de especie (127), y al menos una de nuestras 

cepas probadas (CFN234), posee un espectro de nodulación similar a la cepa tipo de 

Rhizobium elli, Sin embargo estas cepas presentan las siguientes características 

(plasmidicas) diferentes a R. etli corno una copia de . los genes de la nitrogenasa, no-

producen melanina, y sus factores de nodulación son diferentes a los de R. 

En este estudio tambien se analizo la cepa 13R816 la cual originalmente habia sido ubicada 

como Rhizobium tropici (111). Sin embargo por secuencia. del -. 16SRNA este aislado es 

filogenéticamente cercano a R. nwliloti. Esta cepa nodula Alacroptilitim, Phaseohis 

vulgaris y Leucaena, similar a R. meliloti .(1.26). Otra característica compartida. entre R. 

melilo0 y BR816 es que poseen alta similitud en. . NodP 

(97.5% aa) y NodQ (92.7% aa). 

El encontrar Rhizobium -spp con amplio rango de nodulación nos hace cuestionar el grado • 

- de especificidad existente entre la bacteria y la planta. Se deben de explorar más laS 
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capacidades simbióticas en bacterias reportadas como especies, para elucidar si existe 

especificidad o no. Por otra parte las leguminosas probadas forman nódulos con las cepas 

analizadas pero solo algunas muestran fijación efectiva. Seria interesante introducir 

diferentes genes involucrados en la fijación de nitrógeno para tratar de inducir una 

simbiosis efectiva. 

Este trabajo también muestra que las relaciones filogenéticas constituyen un sólido marco 

de referencia para estudios posteriores. 
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Materiales y Métodos no descritos en el texto o en los artículos. 

Secuenciación Automática. Alf Sequencer. 

Se utilizaron los protocolos de Pharmacia y las modificaciones sugeridas por el técnico de 

la misma compañía, kits y primers son de Pharmacia, 

1.- Purificación de plásmido por el método de miniscreening. 

2.- 5- 10 Itg de I)NA, en 32 III de agua destilada. Adicionar 8 III de Na01-1 (2M). 

3.- Vortexear centrifugar. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. 

4.- Adicionar 7 Id de acetato de sodio 3M p1.18. 

5.- Adicionar 4 11.1 de agua destilada. 

6.- Adicionar 120 mide etanol 100% y colocar a -80°C por 30 minutos. 

7.- Centrifugar 5 minutos, remover el sobrenadarte, 

8.- Lavar con etanol 70% una sola vez. 

9.- Centrifugar 10 minutos. 

10.- Resuspender la pastilla en 19 III de agua destilada. 

11.- Colocar 2 Id de Primero fluorescente- (4-6 mol) 

12.- Colocar 2 111 de annelling ButTer 

13,- Vortexear, centrifugar. 

14.- Precalentar la mezcla a 650C por.5 minutos. 

15.- inmediatamente colocar a 370C por 10 minutos. 

16.- Colocar el tubo a temperatura ambiente 10 minutos. 

17,- Adicionar--  1111 de exteision buffer 

18:- Adicionar 3 µI cíe DMSO. 

19,- Centrifugar. Adicionar -7 - unidades de enzima 1,7 I)NA Polimerasa. 

20.- Adicionar 4.5 Id de esta solución a las mezclas (3 A.T.C. 
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21.- Incubar 5 minutos a 370C 

22. Adicionar 5 ml de stop solution. 

23.- Calentar las reacciones a 900C por 3 minutos. 

24.- Colocar 7 microbios en el gel de secuencia. 

25.- El gel de secuencia se prepara al 6%, 

26.- Condiciones de corrida: Volts 1500. Corriente 38uiA. Watts 34.`Temperatura 40°C 

Poder del layer 3mW. Tiempo 5 brs. 

Determinaciones enzitnáticas 

Malato sintasa. 

1.- Tris-PO4 100111(1M) 

2.- Agua destilada 478 III 

3.-MgC12, 12111 (250mM) 

4.- Acetil CoA 100 (4mM) 

5.- DTNB 200 (5mM) 

6.- 100 ¡fi de extracto, bacterias (12 lirs) o bacteroides 25días 

Incubar 2 min a temperatura ambiente. 

7.- Glioxilato 101I1 (100mM) 

8.- Monitorear en espectrofotómetro A412 
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Isocitrato liasa. 

1.- Mops buffer 50 µl (1M) 

2.- Agua destilada 478 

3,- MgCl2 12 vtl (250mM) 

4.- DT'll 50 pul (100mM) 

5.- EDTA 10 III (100mM) 

6.- NADII 10 	(20mE\'I) 

7.- Lactato deshidrogenasa 525 111 (stock comercial Sigma). 

8.- Bacterias (12hrs) o bacteroides de 25 dios, 1001,t1 

9.- Incubar 2 min a temperatura ambiente. 

I 0.-Ds Threo- isocitrato 100 	(5 m114) 

Monitorear en espectrofotómetro A340. 

Los bacteroides y las bacterias se lisan en la siguiente solución 

K Phosphate pll 7.2 20mM. 

MgCl2 5mM 

EDTA 1 mM 

Glycerol 1 M 

DTT IBM 

Posteriormente se centrifugan 10 minutos y se toma el sobrenadante para medir las 

actividades enzimáticas. 

Los protocolos de las actividades enzimáticas fueron provistos por Michael Dunn. 
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