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.--. .... 
Strai.ns of Rbizghiµm A.Jii..J...j..,, B moli}oti, a.nd B trgpj.gj 

decreased their ca.pacity to grow after successi.ve subcu1tures in 
Mi.nima1 Medi.um ()DI), w.ith a pattern characteristi.c for each species. 
Du.ri.ng the growth i.n MM, a fermenta.ti.on l.i.ke response is characteri.zed 
by; organic acids and amino acids were excretad and poly-~
hydroxybutyrate (PHB) waa accumu1ated, and concomi.tantl.y, the 
ac:tivitiea of ••veral. 'l'CA cycl.e and auxi.1.iary enzymes l.ike PYC, PDH y 
OQOH decrea•ed aubstantial.l.y or became undetecta.bl.e, and cel.1 
aggregation. Opt.imal. and eusta..ined growth and a l.ow PHB content were 
~ound in a.....a.t.J.J.. when it waa grown in MM in the preaence of suppl.emente 
•uch •• biotin, thiami.ne, gl.utami.ne, fatty acids (palmi.tic and 
•t•aric) ma1ate an.d fumara.te or inocu1ated at a l.ow cel.l. denaity with 
02 mai.ntained al. 20•. Al.though these Bhjzghium strains are not 
auxotrophic for biotin or thiamine the addition of ea.ch compound 
reatores enzyme acti.vi.ti.es. 

B.....al:;.li. accumul.atea PHB and thi.s is a biol.ogical. marker of the 
fermenta.ti.ve metabol.i.sm. to el.ucidate the rol.e o.f PHB on the carbon 
metabol.iam we constructed an ~ PHB-negat.i.ve mutant, d.id not 
accumu1ate PHB under any condit.i.on tested; however. during growth in 
MM 1arge amounts of organic acids are excretad. The rema.rkabl.e amount 
of meeabol.itea excretad by . the mutant-at:.rain is direct evidence that 
thi.a atrain i.s 1eas capabl.e than the wil.d-type .strai.n of effecti.vel.y 
oxidi.zi.no the carbon aource. Thia mutant grew poorl.y with pyruvate or 
g1ucoae •• the ca.rbon source. A l.ower NAD+/NADH ratio waa observed in 
th• mutant atrain, something that has to be rel.ated to the absence of 

!nh•ii,~~ !~:::> ofº:_heree~~c.Jm~V,.e o~º~-;.~· T~i ~:cl.~n~~ a~!;~Íia';.~ªªe~z~!=~t~~~ 
inatance, NADH inh:Lbita PDH and OGOH- As al.ready proposed for B.....DJ;J.J... 
PHB may be conaidered a neceasa.ry f:ermentative produce that sequesters 
reducti.ve power. al.lowi.ng the TCA cyel.e to operate under microaerobi.c 
condition.B. 

%n biotin-suppl.emented cul. tures, PYC a.et ivi. ty was 
au.batantial.l.y increased in al.1 subcul.tures. This enzyme requires a. 
bi.otin proathetic group for ita activity. For this we cl:oned a.nd 
mutagenized the ~ gene. the mutant was unable to grow in pyruva.te as 
a ca.rbon source. During serial. subcul.tivation in MM containing 30 mM 
succinate. the B...-ilJ;;J.J.. parent and PYC mutant stra.in exhi.bited aimi.1ar 
decreasea in growth rate with each subcul.ture. supplementa.tion of the 
medium with biot.i.n prevented the growth decrease of the parent but not 
the mutant strain. indicating that PYC was necessary for the growth of 
B......a.t...l, under these condi tions. 

:.taotopic studies with 14c and 13N-l.a.bel.ed compounds 
demonatrated that in B..-aJ;.l.J.. and B me1 i J gti the glutamine nitrogen and 
carbon a.re turned over to ammoni.um and C02; some of the ammonium 
re1eased is a.saimi1ated ba.ck in.to g1utamine. In contrast to many other 
bacteria. succina.te is a good carbon source in Bhi zghiym and is 
e~~ective1y oxidized to C02 and oxidizes preferentiaiiy over 
g1utamine. However a.n B meljlgti double mutant that l.acks ~ and ~ 
oxidiz•• gl.utami.ne more read.i1y than suecinate. ~ activity is very 
1ow when gl.utamine is a carbon and nitrogen. source. The l.ack of 
inducti.on of ~ in the absenee of succinate suggests a ro1e for this 
organic acid in the inducti.on of th.is enzyme. 

Guevara. 

~-V: ;¿_al> 
~· Jaime Mora Ce1i\.: 

M. en c. Sergio 



-•Ull8•. 
Capea d• -~··r= a&.&&. .. • eeª'I••& y • •gee••• dejan de 

crecer ele•~• de •üitV:O• auceaivoa en Nedio ,.};ii_, CW> con un 
J)r9trdn ••peetrico pera cada eapecie. Sate creciaiento d9abalanc .. do ••t• ••ociado con un cambio de un llletaboliaa.o aerób.i.co a uno 
reraentat:J.vo. Se ob••rvó ai•u1t•neament• excreción de •cidoa 
org4nico•. -no6cido•. a.,._.lación - polibet:ehidroxibut:irat:o C-1 v 
conc:c:.itanc-nt• un decr_.-.to •n l.• actividad de al.gunaa enaimaa de.1 
cicl.o "!CA y enaimaa auxiliare• (anapl•rdticaa) coa:> Pe.. PON y OODH 
ad .... • de agregación celular. un crecimiento 6ptilll0., aoatenido y con 
bajo contenido de PHll rué obalervac:lo en a...&.&&. cs3 cuando ru• cultivado 
•n ... con alguno• aupl.-ntoa adicionado• como: biotina. tiaaá.n•. 
glut.-J.na .. •ciclo• gra•o• (pallllttico y ••te4rico) .. 1119lato :V ruaw.rato; ••1 cuando el crecimiento ru• en condicione• eapaci•l•• de cultivo., 
e-=-;> a.1 :&.nocular • una baj• den•idad celular o el .. ntener .., el .... 
-.di.ante .burbujeo. una concentr•cidn de ox~geno entre 18 v 2oe.. an ... 
•upl~t•do con tiamina o biotina la cepa •ilveatre de ~ CS3 
.. nt:iene nivel•• •l.•vadoa de l.a• enzima• del. ..-CA .. a...aa.&A no •• un 
aWll6t:ro~o de ••ta• vit..Un.•. eat:e organi•ao •• capea de aintetizar1aa 
y l.a •lnte•i• de e•t•• puede e•tar •iendo regulada• necrativ-..nte en 
cierto .-ato d91 creci.ai.ento en ..... 

Uno de lo• ...-rcadore• del. calftbio de metabo1i•91C> e• J.a 
a~l•cidn de PH•. para conocer el papel de la ac.._...lacidn de PH8 en 
el. .. t:abol.i.-o de carbono •• obtuvo una -.tente en la PH•-•intaaa 
~-. 1a cual no ac..-.aJ.a PHB y excreta al _.dio una concentración 
-.yor de •cidoa orv•nicoa. lo que indica que exi•t• una .. nor 
casa-ciclad de oxidación de la ~uent:e de carbono. incl.ueive ••ta aatante 

::.cf:c:1:-= :!n~:=~~a~iJ!u~:·~":°r~=~~~r~ c:S::n:~ ::~:.:~r~e: 
J.a a1nt:eai• de PHa podrta ••tar inhibien:f: alguna• actividad•• 
ensi.at:icaa del 'ft:A y d• alguna• enzima• a\UCiliare• como la PDll .. 

~~~~: ~~~:.~~n~!~e:aZf!'y:iq~:·.~~:t::r~::"~~:~o~~ 
-nút:i- l.a aperacion -1 TCA - condici-.• aJ.croaeré!bic••. 

llar con•iderarla una ensima i.-portante en •1 ... taboliaa.o 
aeróbico de a.a&&,l. ~u• clonado y mutagenizado •1 gene de l.a Piruvato 
carboxil••• (~) una enzi..., dependiente de biotin.. obaervAndo•e que 
J.a ~t•nte no crece en piruvat:o como ruente d• C"arbono y al ••r 
•Ubeu1t:J.vacla en •uccinato 30 ... •• incapaa de crecer adn en pre•encia 
d• e•t• v.ic.aai.na. indicando que ••t• •nzi... •• n•c•••ria para el. 
erec.ial..,t:o cl9 l.• becteria al ••r •ubcul.tivacla en -.. · 

ICediante el. uao de compueatoa .. rcadoa con 1•c y 13N 
~atr..,• que tanto en ~como en •-·••-a& l.a glutaaina ae 
encuentra ciC'lando. ea clacir. •e •intetiza y •• degrada al. •i•mo 
ti...,o. Nu••tro• reaul.tacloa indicaron que el •uccinato en cont:raat• 
con otra• bacteria•• ea una buena ruente de carbono para ... .._,,. y 
que ea ericient .... nt• oxidado • co2 y preferent ... n~• oxidado rrente a 
la gJ.utaaina .. Sin .-bargo una mutante de a -)11•g& que carece d9 la 
Ji&I,. y ~ oxida l.a glu.t:ainina en un grado mayor q\ae el •uccinat:o .. 
CuandO la bacteria •• cul.civada en gJ.utainina COIBO ruente de carbono y 
nitrógeno. J.a actividad de la ~ •• caai i1111>erceptible.. La plrdida 
de eat:a •ctividad enziJIMlltica no• augiere que el. •uccinat:o ti•ne un 
illport:ant:• -1 en la inducción de la~-

1 
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•J. nitrógeno •• un •J.-nto que •• encuentra en una oren 
v•ri..S.d de COlllPU••toa y en ca•i tocia• l.•• .. cra.oi•eul.a• de .l.o• 
organia-.o•. J.ae prote1naa y l.o• •ciclo• nucJ.•icoa aon ••pecial. .. nt:e 
rico• en aJ.t:róeeno. Aunque el. nitrógeno 1110lecu1ar •• encuentra en 
grand•• cantidad•• en l.a at:..Saf'ara,. •• rel.at:ivamanta :i.nert:e 

:=1;::..---.:::rl• "d. 'i':.~r=~i=º :~ 1~-:=:1:u c:i~c:~z_::r: :~~ 
f'o&Wla combJ..,.da. por aj...,lo. nitrato. .-onio. o COlftPU•ato• _.. 
CQlllPlajoa cc:mo ..U.no4cidoa. Sin ..aa.rgo. ••t:•• f'ormaa cCll'lbinac:taa da 
nit:rdgeno 80ft llallV ••e•••• en el. auelo. et. tal. manera qua 2•• bacteria• 

f~~~::.~· •'l°'~~:=~ j.~:':.r'1~o s;.·~~fo• .i:r::c!;.~~~. ~n J.• 

Al.eun.a bacteria• qua f'ijan •~ f'recuent:-.t• •• encuentran 
en aaocJ.aci6n con ot:roa organismo• con J.oa que intercambian •1 
nitrógeno f'i:lado par carbono. Alguna• de ••t•• bacteria• aurran 
cambio• .. t:ab61ico• que l.•• conduce • rijar N2 y aaociar•• 
erecient ... nt:e.. ant:r• ••taa bacteria• ri.ja.dor•• de nitrógeno •• 
.nct.aeritran l.•• del. g6nero ...... _ 1•• cua.J.•• rijan ••t• el. ... nt:o •n 
aMl!bioaia can p.J.antaa leguaino•••· 

La ri.jacidn. •i..,iótic• de nitrógeno ti.en• J.ugar •n l.o• 
nddul.o•. dreanoa e•pecial.i••doa que ae deaarroll.an d••pu6• de 1• 
inrec:ci.dn de eat:a bacteria en 1• ra1.• de p1ant:aa J.eguminoa••· En 1•• 
c•J.u.l.aa i.nrect:•d•• del. nóduJ.o •• obae~an ro.,..• direrenciadae de 
......... J.oa bacteroidea. que •on l.o• que rij•n nitrógeno y aportan 

r! =:!.-:.;i~r~~cr::: :!o:r:c!.~:-~=t.:ªa P!=~~ :1·~~·r:.::cid: 
••ta .l.• prover. durante J.a relación a.t..bidtica. Vario• model.oa han a4f'do 
prapueat:o. pera expJ.icar como puede runcionar ••ta interacción (ltahn 
et al. ... 19851 Kohl. •t •1 •• 19881 NcDe....,tt et al. ... 19891 Jlellor. 19891 
ar .. &n et: •J. •• 19901 Udvardi y Jtahn. 19921 van llhijn et al.,. 1995) y 
1• idea central. •• que J.a rij•cidn ct. nitrdeeno •• ... ntien• en un 

=::::n~~T::d ~n-!:rf!:::~: e;::: T!. cg:~::~~:b1; 'i~nc:~!o~ci~~e J: 
produc~.,. cle2 ca~abo2i.-.. 

ltor ot:ro J.ado el. creci.•i.ento bacteriano requiere la 
coordinaci6n de varia• v1.aa .. tab6.l.ic••· Sl ... t•bol.i.•mo d• car.bono. 
nitr6eeno. ox1.o..,o. eatr•• oxidativo. d• t-.peratura. o•M6tico. pH 
etc .• • v.cea aon deacritoa cada uno ~erecto• aeparadoa,. pero que 
••t4n ci~....,t• 2i11Ada• • tr•,,._ de2 .. tabo2i...., viot>ai de 2• c6iuia. 
Z.. d~•Poft~bi2idad limitada del. ox1geno o loa producto• tóxico• del 
-Cabo1J._, de ••t.• pueden producir un c...ttio total en el. ... t•bol.i.a.o 
ele la b9ct:.ea-ie. por ...,cionar aóJ.o un ej-.pl.o. 

uno d• l.oa objetivo• principal•• del. proyecto ru4 •1 
••tudi•r J.oa proceaoa ri.ai.ol.ógico• que ocurren •n l.• aimbioai• 
•• Of_._J....-.tno•••. a1 enroque que hW>• aeguido ha conai.atido en 
r41Producir dicho• proceao• ruer• de J.a planta. •• decir. en vida 
l.ibre. sntre J.o• proceao• riaiol.6Q:ico• -'• i11SN>rtantea qu• •• .llevan • 
cabo en J.a •imbioaia. deataca el de la p•rdid.9 de la capacidad para 
crecer que •urre ••••e9:'MP dUrante au proceao de diferenciación. Sn 
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1. 1. - LA DZ.-ZllUCZOll -L Cll8CZll:IC91ft'O. 

Sl ••ito de loa procariotea para coloniaar caai todoa 1oa 
medio• .-bient•• ele nueatro planeta. ••t6 relacionado con au habilidad 
para rep1icar•• r•pidmnent• cuando la• cond~cionea aon ravorabl•• para 
crecer. y en au capacidad para difer•nciarae y para poder aobrevivir 
cuando 1•• condicionea i~iden au crecillli•nto óptimo. Para controlar 
au MediG..a:.ient• y para contender con loa retoa de au entorno. •• 
neceaario el r4pido y eficiente control de au expreaión gen•tica. 
lluchoa gene• aon ••leccionadoa para aer expreaadoa bajo dif•r•nt•• 
circunatanciaa y en 1111.1choa caaoa. ••ta expreaión •• regulada a tra,,.a 
del control en •1 inicio de la tranacripci6n. Loa gen•• reaponden a 
una circunatancia particular de au medio ambiente y con frecuencia 
eat"1 controlado• por regu1adore• g1oba1e• -.ay genera1e• o regu1onea. 
Sata organlaaci6n de regu1adorea g1oba1•• pertRit• un control. 
individua1 aobr• oen••· con direrente di.atribución en •1 cramoaama. 

La• rede• regu1atoriaa aon neceaariaa. pri .. ro. porque 1o• 
gen•• involucrado• •n una reapueata particular pueden ••tar o nó 
organi•ado• en un aol.o operón. y •99undo. porque vario• gen•• pueden 
aer reg\&1acloa independiente-nt:.•1 ai.n embargo en circunatanci•• 
di.ferent .. pueden ••tar •ujeto• a un contro1 coordinado. un ej--s>lo de 
••C.o• '11ti..a• •on 1o• v•n•• y operone• que codifi.can •n•ima• 
i.nvo1ucrac19• en la uei1iaacidn d• carbono y fuente• ele enerota. l.o• 
cual.•• requieren de la pr•••ncia de un auatrato eapectfico para au 
inducción. y 1oa aon conerolado• como grupo. por medio de repreaión 
caeal:l61 ica • 

Mucha• rede• regulat:.ori.aa de 1• c61ula reaponden a 
diferente• C.ipoa de •atr6• tal•• CCl90 •1 ca1or, el. eatr6• oxidativo. 
clafto a •1 Ami y 1imitaci6n de nutrianC.••· Loa producto• de loa gen•• 
de un regu16n de reapueata a un ••tr6a aon neceaario• para r•aiati.r 
dicho cambio ambiental. Sin elllbargo aucho• regulador•• no reaponden 
excluaiv.-ite a un eatr4'a en particular, y conw:>arten genea. cuando •• 
diaminuye el crecimiento •• acti.van vari.aa red•• regu1atori.•• 
aparent...at• no l.igadaa (Van llogel.en et .al •• 19921 Oroat et al .• 1886>. 
LO• producto• de ••toa gen•• aon intereaantea ya que •• conoce poco 
acerca de •11oa y de au participación en la f i.aio16gia de 1• bacteria 
'i:'::g1.f::to;!•:C-¿

1
;;r Ju'\u••n P::•\11:=.ºC::rt:.1: d:al.cater~~~ .'!~';.~!~:ar~~ 

J.aa c6lu1aa -.aeren?. 81 an.61i•i• de ••t•• reapue•t•• general•• pueden 
ayudar a ent:.911der 1•• ba••• bioqu1.ai.caa de loa proceaoa que mantienen 
o 11.evan a una ~rdida de 1a vi.abi1i.dad en lo• procariot•• que no 
tienen capacidad de direrenciaci6n. 
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- aac:T-lCAtl QUll D•J- D• e-e••· 

Este fenómeno se encuentra ampl.iamente documentado en 
••p-eglpkle ~, 8elepae11e gye-tepglpe y •-lep•le l.a• cual.ea 
presentan una aerie de camb.ioa f.iaiol.ógicoe y morfol.óg.icoa cuando 
dejan de crecer. A continuación •• describen 1os cambios que presenta 
~ en l.aa condicionea antee lftencionadaa. 

Una disminución de nutriente• en el. entorno de ~ puede 
conducir a una disminución en l.a actividad metaból.ica de e•te 
organismo. en ocasiones. a un nivel. mínimo. El. t•rmino f"••• 
estacionaria del. crecimiento de una bacteria ae refiere a l.aa 
condicione• en las cual.ea el. organismo ea incapaz de duplicar•• 
aurriendo una serie de cambio• fenotípicos como son: .i) cambio en l.a 
cons»0aici6n de l.os ácidoa grasos y foafo1ípidos de la membrana interna 
de 1a bacteria. que es 1a barrera má.a importante entre el citoplasma y 
el snedio extracelu1ar (El-Khani et al •• 1981); ii)incremento en 1a 
concentración de lipopolisacáridos en la membrana externa <%vanov et 
al •• 1989; iii>decremento en la capa de mureina (Allen et al •• 1979); 
.iv) protección y condensación del DNA (Masen et al.. 1993 >; 
v) transcripción dirigida por factores sigma alternativos (Lange et 
al.. 1991). foaforilación de subunidadea de RNA po1imeraaa ~y 
a1teraci.one• en la c~aic:ión de riboaomaa (Ozaki et al.. 1991) • 
a~nte•i• de ppGpp y 1• diaminución de tllNA aintet•••• CJakubowaki et 
al •• 1992>; vi> c...t>ioa de dirección en vi•• .... tabólicaa a~ect6ndoae 
la• actividade• en&i-'ticaa correaponcli.ent•• CRa•muaaen et al .• 19911 
Chang et al .• 199•>; vii> eo~ción da ~lageloa CAmaler et al .• 1993>1 

:~i~>l .~xc1r::t~:' t;, ª~~~~~-~i~~u~~::r::n:-:!º f~~r~i•:~::~~~:J.~ 
trealoea (D-....;)tte •t al .• 1968) por mencionar alguna• de loa cambio• 
-'• i.aiportant- (Hui.-.n et al. •• 1995). 

Sn eataa condicion••• 1.a bacteria aufre tambi•n calftbio• en 
aua circuito• .. tabólicoa siendo excreción de acetato el que IMa 11anw. 
la atención. E•t• acetato •• produce. aparentemente. por un 
inericiente funcionamiento del ciclo de los ácidos tricarboxí1icos 
(TCA.) , debido a que 1a a-cetoglutarato deshidrogenaaa ae pierde 
(Alnaraainghalft et a1 .• 1965). El resultado. ea un proceao no cíclico en 
e1 cual exiaten doa brazos del ciclo TCA. uno de oxaloacetato a 
auccinato y el otro de oxaloacetato y aceti1-CoA. a •-cetoglutarato. 
Eatudioa en 1• expreaión de algunoa genes como ~ que codirica para 
la catalaaa HP%%. sugieren que loa intermediarioa del TCA.. pueden aer 
laa aefta1ea que di.aparan la aínteeie de proteinaa reguladora• cuando 
•• depriva de nutrientes el medio de cultivo (Loewen et al.,1985). 
Recientemente se han reportado genes cuyos productos funcionan en 
eataa condiciones metabólicas. Por ej~lo, 1os genes de la piruvato
rorlNlto liaaa <al.I..> y la pi.ruvato oxidaaa (&Q&.) que se expresan 
prererentemente en eatas condiciones CRaamuaaen et al., 1991; Chang 
et a1 .• 199•>· Una observación intereaante es el incremento en la 
citocromo d oxida•• dependiente de loa reguladorea global•• ~/a.g¡¡a 
que mon.itorean el ~l.ujo de el.ectronea a travlli• de 1a cadena 
reapiratoria (Qeorgiou et al .• 1988>. 
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ca•c••· 

La adición de inhibidores de 1a síntesis de proteína• por un 
breve l.•P•o en el. comienzo de la faae de disminución del. crecimiento 
(pr•-••t•cionaria>, produce una disminución dramiitica en l.a 
aupervivencia de • •pi a (Reeve et al.., 1984), ••!••••!'• sr=a•===•ee (Spector et al., 1993) y especies de~ <NYstrom et 
al.., 1990). L• adición de eatoa inhibidor•• en la fase estacionaria 
tiene poco erecto, l.o que hace pensar que la aínteaia de proteína• en 1•• •t•P•• primaria• del. crecimiento tienen efecto en l.a supervivencia 
en la• etapaa poateriores (Reeve et al.., 1984; Nystrom et al., 1990). 
Trabajo• recientes en vario• l.aboratorios han confirmado esta 
propueata, ade"'6a han a.ido identificada• varias redes de gen•• 
regulador•• y lo• genes individual.ea relacionado• con la supervivencia 
(Nyatrom et al .• 1994a; 1994b; 1994c; Spector et al., 1992; Lange et 
al •• 1991; Tormo et al., 1990; Jenkins et al .• 1991; Spence et al., 
19901 Li et al .• 1992). varios de los productos genéticos esenciales 
preaentan particul.aridadea cinéticas y son inducidos pocaa horas 
deapu~a de que •1 crecimiento ha cesado. 

•..o• obaervado que l.o• cambioa preaentado• por M' •M're 
cuando ceaa •u crecimiento aon conaecuencia de un cambio de 
-.t:abo1i8111D de1 carbono, aeróbico a ~ermentativo y que l.a regu1ación 
en•i-6t&ca en ••te-organi.-o ha aido dirigida principa1 ... nte a enzi ... • 
cle1 .. tabo1ia-=» de carbono. por 1o anterior, •1 metabo1iamo de carbono 
•• •1 objeto principa1 de nuestro eatudio. por eato, •• i..,ortante 
ana1iz:ar 1oa antecedentes d• dicho metabol.iamo con l.a mayor 
pro~undidad poaib1e. reviaando 1aa poaibilidadea nutricional.ea de 
,.,,,_.,,.,, 1a regul.ación de1 cic1o TCA. loa nivel.ea de laa enzimas 
involucradaa, tanto en vida libre como en simbiosis. aeí como las 
poaiblea rutas catabólicas del carbono. 

Lo• nódu1o• de 1as leguminosas presentan un nicho ecológico 
'1nico para que •1t•••••p• y •s••xs"'ªª"t.pa seen proveí.dos de 
carbono. La• propiedad•• ele eat• nicho han •ido e•tudiedaa con interé• 
por cient!ricoa de diferent•• di•cip1inaa. Las razone• de eate inter•• 
inc1uyen una atracción b4aica por 1a intrincada aaociación planta
bacteria, y el potencia1 agronómico de esta relación. Si esperarnos 
-.nejar o manipular este sistema. es esencia1 tener un entendimiento 
CQllS)leto del metabolismo del carbono. 

En la planta loa compuestos derivados fotoaint•ticamente 
ce..:» la aacarosa entran al nódulo provenientes del f1oema.. Eatoa 
C09tpu••to• •on convertidos posteriormente en ácido• orq.:inicoa y 
aaino4.cidoa que pueden aer tranaportados a trav4ta de 1a membrana 
peribacteroidal al t>acteroide. Posteriormente la oxidación de 
c~ue•toa de carbono por loa bacteroidea genera ATP y poder reductor 
que •• uaado par 1a enzima nitrogenasa para convertir el nitrógeno en 
..onio. Sl amonio producido •• exportado • 1a p1anta, donde •• 
••iailado por 1• glutamino ainteta•a y poaterionnente convertido en 
a.ida• y/o ure!doa para aer exportado• al reato de la planta a travéa 
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del xil- IAtlcJ.na. 19911 • 
La r .. cción de C"ijacidn de nitrógeno •• ..ay d-..clant:.e. no 

a6lo por que requiere un• gran cantidad de ATP y poder reductor. •i.no 
porque •• •en•ibl.• • ox.ig.no y a agente• oxidant••· La• bacteri•• de 
l.a e .. i1i• de la• p•• ••••••••• aon ••róbio• obligado• y el ATP 

- produci.do reaul.t:.a d• la foaeorilación oxidativa. Sato ha •ido 
obaervado •n •s••xs••••"'•• 1•••••••• en donde un COlllP1•jo de 
citoero.aa. inducido bajo condicion•• lfticroa•róbicaa. •• neceaario 
para la •&8ilbi6•i• CPr•i•ig et al. •• 1993). La reapi.racidn de ••••0 9•
en •1 n6dulo con•~ OJC.igeno a traria ele ox&da-• tesaJ.nal.ea prea.ntea 
en loa bacteroid••· laa cual•• tienen gran afinidad por 02 CHunt y 
LAY••ll. 1993 > • Sat• f.lujo de ox'e•no. a\&llado a barrera• al 02 
difuaibl.e. l.ocal.j,sadaa en el per•ncaui .. del n6clul.o,, .. ntien• la 
concentraci6n de oxigeno a nive1•• c~t.ib1e• con l.a act.ividad de 1• 
nJ.trogenaaa <Hunc y Layael1. 19931. 

Al ~nto •e han dado PA•O• •ign.i~icat.ivo• par• entender 

~!.:!.~• .!~J::cf:n i:,.::~~~·~:' c«!:.~~:n°•::~~ªcE!'Z''Zfu1:~ 
e1 .. tebo1.iamo de carbono en e1 bmctero.ide. permanece ain reao1ver. 
una. pecul..iar.iclad d• l.a rel.ación ••--·--J.egua.inoaa ea que mucho•· 
tipo• de bacteroid•• acumul.an carbono en ~or.. de pol..i-•
hidrox.ibutirato (PHB). be.jo condicion•• _.. 1•• cual•• 1• energLa para 
l.a n.itrogenaaa •• aupueat....at• una 1.1.aitante. La acu....a1ac.idn de ••t• 

=~=~e; ~~ :::t~:~.~~d~ :;i;.e.,;•!:t:1i1::rt.Tt::rc:: 
prov.ieto por el. hoapedero. Mientra• que l.a l..iteratura augiere que loa 

=~~:::~::%ca4• d:i•• ::l'J;':Z, ~~9in•:.c~'!.r!t:!0 .~~.;r.1ª qu~ªt:~t!::: 
cond.icion•• que pueden conducir a la reprea.ión/.inhibic.ión de algunaa 
de 1•• ensimaa del ciclo 'l'CA. en pmrt.icular. l.a citrato aintaaa. NADP
.iaoc.itrato deah.idrooenaaa y a-cetoglutarato deah.idrogenaaa. ya que ••t•• ena.i .. a aon muy ••n•ibl•• a inh.ibicidn por NAD(P)H. l.o anter.ior 
puede ••r una l..iaitent• para l.a compl.eta operac.ión del. "l'CA. •i ••• 
~uera el. caao. l.oa bactero~dea pueden requer.ir del. .-pl.eo de otr•• 

d!ª:n:~~~~~-~--~:: •vr::• ~:}!;:":~r c~':.~.º~~~ci:jnu:t::n:f:!t!: 
J.ntracelul.area de1 NAPCP)H. Sn a199Uida •• ... nciona 1•• aiguient•• 
vtaa que pueden ••r al.terna• al. ciclo 'l'CA. (1)•1.nte•i• de PHB1 C2>1• 
l.ansadera .. 1ato-aapartato 1 ( 3) la v1.a e-cetog1utarato-g1ut-to1 

!~:ti.~~:1:1:9J.9vi~: :~!:'!~:t:.J.c::.~~~fi~': ;o:t.i:n'"oc1ª~°&1> afnt~:i.:t:: 
gl~. 

1.:a.1.- .o•z•ZLZDAD8• lftn'llZCZOllALll• •aaa •a.&•pla&e. 
arady (rhiaobia> utili.aa un AJlllP1io rango de euentea de 

carbono para crecer (Grah... 196•1 Di1worth y 01enn. 1981). Por 

;t;r;:.,\º:.:\;.-,:•:.• ~°c!'nd'!11::~11~~moM'::::: -::a· .T:~'!.:~ ~! 
tranaporte. En mucho• ..,,,..,,,, l.•• hexoaaa aon catabol.isadaa por 1a 
v1.a antner-Doudoroff (SD) deacrita en mucha• otra• bacter.iaa como 
:::::.~r;=;·1e_;:r:;::::;~·:·:.r.t::r~·:!::tz:¡,Yy 1;.,;::-t:. 1~ 
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r::,;i~• C-•an y Pri..ro••· 1!117!111 Glenn et •1 •• 1!118•1 llc-.Y et •1 •• 

r..• evidenci•• ele que •1 ciclo de 1.aa pento••• .. iate ... 
P.tt:z.~~~._,. ':;~~:º:" .~· :r~~!~c;~~ .,. .:.• ;n;~-;.:e1°·::-1::::::: 
actividad de ~oarog1uconato de•hidrogena.. t.anto en bacteria• crecida• 
en vicia libre cCMO en bect:.eroide• Cltcmanov et al. •• 199•>. Por otro .lado 
8aroao •t a1 .• 11!118&1 y ICcX.y et •l •• 11!118!111 h9n demoetraclo 1• 
preaencia de toclaa 1aa enai-• ele 1• vla pentoaa roar•to en 
......... ~23• y e ! •nee·nne ..... 300. reapectivaaente. 

Sl. catabo1ialll0 de pentoaaa COlftO L-arabinoaa •• coanln en 
•••••••• y ,,...,....,,,.,,.. produciendo J.a f'ormación de L-a-oxo-l-

•

deoa:iarabinonatoidCDuncan.197191Dil.worth et al..
1
• 1986)i. Sn p•••e>t-• 

ate •• convert o a 2-oxog utarato (Duncan. 979; D 1.worth et a .• 
198fi) m.i•ntr•• que •n •s a =·--··· ••t• c~u•ato •• --t•bol.i••do • 
piruv•to y g1icol•ldehido CPedroaa y Zanc9n. 1!117•1 Dunc~. 1!117!11). 

..... ..,,,, •• capas de metabolisar CQllW>Ueatoa de 3 carl:lono• 
ta1e• e~ eJ. ol.J.cerol.. a trav•• de l.• gJ.~cero c~n••• y 1a gl.icero1 
ro•f'•to deahi.drogen••• para f'ormar gl.ic•r•1dehido-3-f'o•rato que 

=~~~· d'!i=~~'i::,1~~~-~~.::.·to:'J!> :i ~.::O=:"! ~=~: ªfe\•~,,~'1: 
del. gJ.ioxJ.J.at:o con 1•• enai .. • iaocitrat:o l.i••• y ... 1at:o •int••• 
fPre•tan et al. .• 1989>; el .. 1•to y el. •uccinato que •on 1o• producto• 
f'ina1•• aer1.an -tabo1i••do• di.rect...,nt• por el. cicl.o TCA. Cabe 
••ft•l.•r que J.a• enzimaa participante• en e•t• ruta aon inducibl.•• e 
inc1u•o r-s»rJ.aidaa Por •uccinat:o o gl.ucoaa. 

r.o. 6cidoa dicarbox1.J.ico• COMO •uccinat:o. 111alato o f'~rato 
aon .. tal»ol.isado• vía el. cicJ.o 'l'CA. invol.ucrando J.a enaiaa ..,lica y J.a 
1• piruv•to deahidroiien-•• Clk:Kay et •1 •• 1!11•81 Cgpe1•nd et a1 •• 1!118!111 
Dri•coJ.1 et: a.I. •• 1993). Am.iaj,W> en numero•o• ••tudioa en M'•••• ha 
aido report.... 1• preaenci• de en•!ma• eapec1ric•a de1 c~c1o 'l'CA (Kur• 
y i.aue. 197'71 -wmthorne et aJ. •• 1980). Sin ~go •atoa eatuclio• no 
CG1111Probaron l.a pre•encia de t:odaa 1•• actividad•• enaJ. ... tic•• de1 

~:.: ... ~t. Ji.'1:1&,s¡c:::•:: .;.v~'f~~gi;ocr:~:::.i-.'i~e -=~~.-=l::~ª!t !~ 
(1988) de9'0•t:rd 1• exi•tencia d• un cicl.o coapl.eto en • ---~···== cepa JCNP38•1. ad .... • d• mencionar que J.aa acf!V; ensi. ticaa no var1.an notabl .... nte con .l•• condicione• de 
crec~--.to. 

8n l.o concerniente a 1a utili•acidn de aaino4'cido• coeo 
•uatratoa para e1 crecimiento de Pª•M'•. •• encuentran vario• 
reporte• en J.a l..i.teratura. Por ejeJlllPl.o p•r• g.lut ... eo ••t'n 1oa 
are1cuJ.oa de ~1.e et a1 .• 1986; JJ.n et al. •• 1990a; para hi•tidina 
.. t._ e1 de D11...,rtb et a1 •• 1!11831 par• •-.atno!>utir•to •1 de Jin et 
•l .• 1!1190b1 ... ra pro1&na. Jim6nes-zurdo •t a1 •• 1!11!117 y par• giut..u. ... 
ca.ar- et •1 • • 1!11!115) • S1 canociaiento de 1•• v1•• par• •1 c.t.-1i

cle mainollcidae en e••=ee•= .. adn muv •~tico y por J.o general. 
••t• r .. tri ... &clo • 1a ~•eraci.dn de 1•• pr~ .. r•• 91lai .. • de J.aa 
v1-. 

o Aldno.Aci~cr;c'O: :ffat:!'lo~ :r":1tl::O: ~~C:.t:~:~r~~~rtaz::c!;e:;. 
• 



cat:aboJ.&aadoa ~.iant• el cj,clo TCA con do• r.ina1idade•1 por un lacio 
para •1 manten.iaient:o de intezmiadiarJ.oa para la bJ.oa.tnt••i• y Por otro 
para 1• a1nt••i• de aatlcar•• neceaari.aa en J.a ronnacidn d• pared 
ee.lu1ar >" 1• b.ioa.tnt••i• de nucledt.ido•. La gluconeog4'ne•J.• •• J.l.eva a 
c8bo v.t:a roaroenolpJ.ruvato carboxicJ.naaa <McKay et a1 .• 19851 rJ.nan,, 
1•••· Dr~•eo11 y r~nan. 1993) -

a.a.a.- llln'Alft'll• - •s. ma90s.zaao D8 ca.•9ClllO 
•• han real.&sadoa vario• eatud~oa en J.oa que •• ana.l&id 1a 

::rt:t=:aaC:• .:0:1u1c~~~t!1r..!1~~c~::n;s:. :~c~!~R:::o .es;;. •::;n!:eª•n~= 
-.tantee .incape.cea de d9tgradar azúcar•• de 12c,, tic o se (ltonaon :v 
•r&mroae. 19791 OJ.enn et a1 .• 198'' D.i.lworth et a1.. 1985). ain 
..e.aroo. nodu1an y rijan ~ ele -ner• ·-jiant.e • l.a cepa ailv•atre ..... 
otro• caaoa como el ele una ..ucante en la rructoquinaaa en p "!''"' 
nodula,, pero no •• capas d• rijar nitrógeno caardio.l et al. .• 1980). 

:Uol:r!:rdn •; f: r1;:~~c!~"~:·:it~~:::~ª·~. •::;!r;:.s!~~~ª:º 1:nc.;: 
ai1veatr• (Ar.i•• et a.l.. 1982 > • Aai.miamo lftUtant•• de • -atgegt en 
roaroglicerato e.in•••· enol.••• y giicera1dehido 3 roarato 
deahidrogenaaa aon .incapacea de rij•r nitrógeno. Por otro lado,, ea 
conveniente .. nci.onar que mutante• en gl.uconeog4'neaia preaentan 
diver•o• renotipaa •ilftbiót.icoa dependiendo de la eapeci.• becteriana de 
que •• trate o de 1a p1anta con l.a cual •• ••tabl•ce l• a.i.lllbioaia. De 
••ta .anera,, -.tantea en la roafoenol.piruvato carboxic.i.n••• (~) ,, 
aieatran u.na rJ.jacidn de nitrógeno reducida • P•••r d• que en J.oa 
bact:eroidea de la cepa •ilveatre no •• detecta activ.idad de •ata 
en•j.mia COllteraa et al.,, 1991> . Sn p a m •.-=·- •eta a&w ll'Utación 
no produce un renotipo aimb.i.ótico (llctcay et al.., 1985) y •• detecta 
act.iv.idad de ••ta ena.i. .. a nivele• bajo• en 1oa bacteroidea. En 
-t-tea d~Z!"Jft: - e- Na"23C. •i 1a ·~-~o•i• •• r-liaa c-3f".:r" o ~ •• la ericiencia en la fijación de ni.tr#z;;; 

prea.:~•unu~.!~tfpo2 ~~-~·;g:~!:::m::1~"i'., Pi~~1f~ª:1': -=~!~,,ªun oran 
nW..ro de reportea (Olenn y Brewin. 19811 Ronaon •t al.,, 19811 P.inan 
et aJ. •• 19831 Arwaa et al .• 19851 Finan et a1 .. ,, 19881 H~clc y 
... rn•r. 19891 Dav et a1.1989; Sl-Din et aJ..1992> han moatrado que 

~a.o:71f~::·s:~,~·r=~~~n:;o~ª ::r::~~d t:::r!::!'ª'i:~t•:u~:!:!: 
t.ienden a tener un fenotipo r.ix-. Bato aug.iere que el tranaporte de 
6ciclo• dic•rbox11icoa •• •••ncial para la r1jaci6n de n.itrdgeno. Lo• 
:f:!l':fC:~~~.:·.:1i~i~:!p~c1~~1:::1J!.'McIC:ltra~:n~~::;-nc~n~'!:'!:: 
de carbono. ••t• CCJlllPUeato podrta aer capa• de generar 41.c.idoa 
d.icarbox11.icoa •in aitu.•. J.o• cual•• eatar1an diapon.i.bl•• para 
-rt•r 1• ri:l•cidn de nitrógeno. 

Alin no •• c1aro el por cau• mutante• en el tranaporte de 
6cidoa dicarbox11ico•,, noduJ.an, y aua bacteroi.d•• 1ooran 1a 
diferenc.iac.i.dn ceJ.ular .. Sin embargo. 6ato aug.ier• que eataa mutante• 
puedttn obtener auri.ciente carbono de l.a p.lanta hoapedera. A peear de 
•19W"O• intento• par determinar .J.a identidad de laa ruent•• de carax:.t.o 
que ••t•n •ierulo uti.liaacs.a en e••• c:i.rcun•tanciaa,, •ato a\ln no •• , 



conoce. Se NI obaervado que dob1ea anutantee que pierden el. •i•t .... de 
tranaporta d• 4cido• dicarboxíl.ico• y l.a capacidad d• catabol.iaar un 
gran número de azúcares como ruentea de carbono (se. 6C y 12C o 
gl.utamato1 Arw•• et al. .• 1986). •on capacea de nodul.ar ••~ CC>lftO 1•• 
mutante•~-

Entre las mutantes reportadas recientemente. la mutante de 
• ee'''eS' que pierde l.a actividad de l.a enzima mál.ica dependiente de 
NAD. pero que retiene l.a enzima nwll.ica dependiente de NADP (Driacol.l. 
et a1. 1993). ea capaz de fijar nitróg'eno. Esto apoya 1a idea de que 
el. .. t.abo1iamo de ácidos dicarboxíl..icoa ea l.a principal. ~uente de 
enerw~• en 1oa bacteroides. ya que eata mutante eataria proporcionando 
el. piruvato necesario para la operación de1 -n=A. 

La caracterización genética de 1aa enzima• del ciclo TCA y 
el an41iaia de mutantes afectada• en loa genes correspondiente•. aon 

#;¡;,:e; p:::ªen:;nd:~t;~i:!:,iméia~~t~ue~~l. i:'f9i~'1~º~~·T~ .cr=~~:t. :: 
el. nódulo. Mutantes en 91tl•p_a,. -1419g& que pierden l.a auccinato 
deahidrogenaaa (Gardiól et al. •• 1987). •-cetogl.utarato deahidrogenaaa 
(Dunca1. 11.J. y Fraenke1. 1979; Kahn et al. •• 1995). o .iaocitrato 
deahidrogenaaa (McDttrmott y tc:ahn. 1992) no aon capaces de fijar 
nitrógeno en aimbio•i• (Fix-). Ad--6• ya ~ueron cl.onado• e1 gen~ 
que codir.ica para 1a citrato ainta••· la mutante reapectiva rorma un 
núnmro norlftll.1 de n6dul.oa pero aon bl.anco• y no parecen contribuir en 
1• rijación de nitrÓQ'eno (ltahn et al. .• 1St95) y loa genea. a¡¡a& y 
GGA&. que codi~ican para l.a citrato aintaaa. tanto pl.aamídica. COIDO 
cra.oea..1. reapect.ivmnente (Hern4ndes-Lucaa et al. •• 1995. Pardo et 
a1 .• 199•>. llutacion•• en uno u otro de ••toa no tienen ~enoti.po 
ailllbiótico en c...t>io 1• dobl.e 1111.1tante. no •• capaz de fijar nitrógeno. 

Recientelftent• ThOny-Neyer et al .• (1996) reportaron 1a 
c1onaci.ón y mutag4'n••i• del. gen de l.a aconit••• (~). en 
• 1•..-•ee•. actividad que •• i111Portante en vida 1ibre. pero no 
e••nci.a1. ya que el. crecimiento de l.a mutante no •• co..,1etainente 
abatido. Bate gene no ea ••encial. en aimbioaia y proponen 1• 

::::~r::i:n :T ::n.·::ur:0rU:':-;..:nc=:'.x:!~;-!''J:i': !:r:71!.::·i:º ~: 
•••nci.a1 en aimbio•i•. •in embargo. en eata bacteria se aabe de l.a 
preaenc.ia de otra actividad enzi!Nltica (Acufta et al .• 1991). 

S1 gen de l.a ci.trato •intaaa en • ••!'!•&& (~) ~u• 
cl.onado en ba•• a que ru• poaible coa.,1ementar una mutante de ~. 
La •utante correspondiente pierde l.a actividad enzim4tica y •• 
auxótrora de gl.utamato. Los aná.lisis prel.iminarea de la aecuencia 

!dT~W°ncP'!':.~o t!.~n~1 ~~~~~1~~ :;: 9" !.!:,,C..ºsn•. e~ ~:~:re':l!:i: = :;¡¡¡¡;¡ (Pardo et a1 .. 19g4). aól.o ae tiene una copia del gene 
aJ.,c.&. E•ta mutante crece en oxog1utarato. g1utamato o arabi.noaa. 
Cuando •• probaron variaa f uentea d• carbono en el medio que contiene 
arabino•• para aatiaracer 1• auxotror~a, 1as mutante• rueron capace• 
de crecer como l.a cepa ail.veatre en una gran cantidad de azácar•• y 

::;~~ ~~.,~~;1~~ ~~r1.~º p~'!a~~~uv;-:f~c:;'d!':;ª;!;o ~o!º!: ~.:=:r~ 
no tienen una contribución aparente en el. deaarrol.1o de l.a pl.anta. 
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Recient..aente ha •ido de•crit• 1• mutante en a-cetog1utarato 
cle•hidrogenaaa d• •s•"Ys!ty••MA- .. _ •• ,.., (Oreen et al... 1997 > l.a 
cual. ae obtuvo por mutag•neaia del. gen ~. En eata mutante no ae 
detecta actividad enzinwitica l.o cual. augiere l.a preaencia de una aol.a 
copia del. gen. Debido a que l.a mutante •• capaz d• crecer en succinato 
o .. iato como ruente de carbono. l.oa autor•• proponen que no •• 
neceaario tener un cicl.o TCA integro para poder crecer en ~uentea de 
carbono que aon intennediarioa del. cicl.o TCA. 

A l.a ~echa •• conoce l.a requ.lación de l.aa actividadea 
... tab61icaa de ......... en vida l.ibre. La preaencia o auaencia de 
enz:i. .. a eapec:iricaa en •1 bacteroid•. pueden eu~•rir qu• tipo de 
... tabol.itoa aon propcrcionadoa por 1• pl.anta. Esto está basado en l.a 
aupoaici6n de que l.a represión cataból.ica en bacteroides y en c~l.ulas 
en via l.ibr• •- l.a miarna. 

Actual.mente diaponemoa de una cantidad razonabl.e de datoa 
acerca ele l.a• actividad•• enzimáticaa en el. metabol.ismo de azúcarea 
en b9cteroid•• (Ronaon y Primroae. 1979; Ol.enn et al. •• 198C; Streeter 
y .. 1-.inen. 1985; Kouchi et al. •• 1988; llcKay et al. •• 1989>. Por citar 
al.gunoa. eat•n l.oa reportea aobre •1 metabol.iamo de acetato (Preaton 
et al. •• 1989>. metabol.iaao de auccinato (McKay et al. .• 1989; copel.and 
et al. •• 1•••> ... tabo1iamo de pol.i---hidroxibutirato (Karr et al. •• 
198•> Y en l.a• enai .. a del. cicl.o de Kr•b• UCcKay et al., 1989). Lo• 
baeteroid•• parecen oxidar 4cidoa dic•rbox:ilicoa v:i• el. ciclo de l.oa 
•cicloe tricarbox:il.icoa, enzJ.Jna -61ica y piruv•to deahidrogena•• (McXay 
~ ai •• 19881 Copeland ee al •• 19891. 

Sn bacteroidea de • ••SM••ee••gae. de l.a cepa NNF300, 
llcltay et •1.,(1989) reportaron un incremento de la mayor:ia de laa 
•nzi .. a d•l. c.icl.o TCA <"'6.• d• 15 veces> comparadas con el. valor 
reportado en laa actividades encontradas en cél.ul.aa en vida l.ibre. En 
particul.ar en ••e eatudio. sólo l.a enzima iaocitrato deshidrogenasa no 
•• incr ... ntó. Eata actividad ae encuentra al.ta en cél.ul.as en vida 
l.ibre. Sil otro• eatudioa (DeVriea et al. 1980; Watera et al. •• 1985; 
Kouchi et al. •• 1988), ae ha reportado una al.ta actividad del.a mal.ato 
deahidrogenaaa en bacteroidea de chích•ro y soya. Aai mismo. en un 
eaperi-.nto real.i••do con bacteroides de soya, (Karr et al..,198•> ee 
ob9•rv6 que 1• actividad de 1a ruma.rasa y piruvato de•hidrogen••• •• 
incr-....tan. mientra• que 1• actividad• de l.a mal.ato deshidrogenaaa 
pe.-.nece con•tante y 1a de l.a iaocitrato d•ahidrogenaaa. diaminuye. 

Sn contraate. en bacteroidea de pl.antaa de rrijol. inducido• 
del.a cepa NGR234 de •••·a-'ae (Saroso et al.., 1986) y d• la cepa 
WF300 de • 1 •=•=•ee••...- <McKay et al.., 1!Ht9) se encontró que l.aa 
•n•i-.• del cataboli•lnO de azúcar•• pre•entan nivele• ba•alea (ej ... 
ta.cteroidea d• • efte•eea&. Sal.minen y Streeter. 1987). Por otro lado 
en algunoa nódul.o• producido• por l.a cepa. NNP'300. ae observo l.a 
pre•eneia de •cidoa orq,nicoe arom4ticoa como el. benzoato, eato 
augi•r• que eat"1 aiendo util.izadoa pcr l.oa bacteroidea como ruente de 
carbono (W.rner et al •• 1975; llohm y Werner. 1985). Sn rel.aci6n a ~ato, 
•• han hecho experimento• con bacteroidea. incubando con cQll'C>ueatoa 
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renól.icoa radiactivo• y •• vió que eato• pueden ••r convertido• en 
1•co2. adem4• •• pudieron detectar a1guna• de 1•• •n•i-• de 1• 
degradación de l.o• cor.,ue•toa aram6ticoa (Parke y Ornaton. 1986). 

Sato• dato• •ugieren que aunque 1oa •••••• •n vida 1ibr• 
•on cap.ace• de uti1iaar un .._,lio nW..ro de auatratoa. 1o• bacteroide• 
pueden tener acce•o a a6l.o un número 1imitado de co1111»ueatoa en 
concentracion•• •uricient•• para permdtir l.a ri:taci6n de Na y e1 
deaarro1lo de1 nódulo. Sata evidencia ba•ada indirect ... nt• en 1• 
ri•io1ogia de 1oa bacteroide• augiere que 1a mmnbrana peribecteroida1 
puede actuar ca.o una barrera importante para el. deapl.azmaiento de 
.. terial.ea del. citoaol de la c•l.ul.a a 1oa bacteroid••· 

~.a.•.-LA .. OVLACZOll D8L czcr.o D• LO• ACZDO• 
~aZCAa•OZZLZCO•. 

La• runcionea kN'aic.sa del. ciclo TCA aon 1•• de proveer 
compue•toa de carbono inter•ediarioa del TCA para runcionea 
bioaint•ticaa y generar el. poder reductor que acoplado a la cadena 
reapiratoria genera el. ATP neceaario para el. crecimiento bacteriano. 
•1 cic1o e• alimentado por acetil.-CoA. c~ueato de do• carbono•. el. 
cua1 •• cOllllbina con caapueatoa de • carbono• COIRO •1 oxal.a.cetato sa-ra 
producir citrato. S1 ciclo tiene 4 paaoa de oxidación. doa de 1oe 
cua1e• (medi.adoa por la iaocitrato de•hidrogenaaa y 2• •-cetoglutarato 
d••hidrogenaaa> aon decarboxilacion•• aimult•n•••· Seta• 
clecarboxilacion•• r...ueven e1 carbono equiva1ente a acetil-CoA y el. 
producto rinal. oxal.oacetato. •• regenerado. c~1etando aa~ el. ci.cl.o. 
Para que el. TCA runci.one ópti-nte. todo el carbono debe aer 
r~ido a trav•• de la decarboailacidn o de reaccione• bioaint•ticaa 
uaando l.oa i.nt•~iari.oa del. tz'CA ~ prec:uraor••. 

La• 4-nda• riaiol.ógica• de 1• bllcteria varian de acuerdo a 
au medio a.bJ.ente. y tale• demanda• ••r~ rer1ejadaa por cAlllbio• en •1 
-taboliall'ID central. mediado por efector•• poeitivoa y negativos 
CSanwal. a.o ... 19701 Weitz .. n.P.D.J .• 1966.1972.1981; senior et al .• 
19'711 Kornfeld et al ... 1977). Por ejemplo. •i el tranaport• de 
electronea •• aaturado con NADH. como ocurre bajo 1i•itacionea 
tmiiporalea de oxígeno. el potencial redox de 1a c~lula inmediatamente 
diaainuye y 1a relación NADH/NAD •• incr--nta (Jack•on et al.. 1976) . 
.. to reaulta en una de•acel.eración del ~A debido a una inhibicidn de 
laa enzi-• citrato ainta••· NADP-iaocitrato deahidrogenasa y •
catog1utarato deahidrogenaaa. por l.a acumulación de nucJ.eótidoa 
reducido• (Senior et al.. 1971; Jackson et al., 1976). La regulacidn de 
•••• ensim.s• conatituye un mecanian:> de retroalimentación creedback), 
y •i tal.ea condicione• continúan. la c•lula reaponder4 poaterionmente 
r..,riaiendo 1.a aínte•i• de las ensilna• invol.ucradaa. 

aatudioa poateri.or•• ,.._rich et al. .• 1988> ct.mueatran que 
la .. iato deahidrogenaaa ea aenaible a un conaiderab1e número de 
erectorea .. tab61icoa incluyendo al. NA.DPH. La NADP-3.•oci.C.rato 
de•hidrogena- en p -'''M' ea aenaibl.• a ATP y en un .. nor grado a 
ADP y AllP (Chandraaekharan et a1... 1976). La llAD-i.•oc.i.trato 
de•hi.drogenaea pr•••nta earactertatica• aillli.J.ar••· •in -*»argo. •n 
extracto• de bacteroide• eata enai.. eu• inaen•ible a nuc1e6tidoa ele 

ia 



l. 
¡ ::::!=o ':::-:::::i.~~.:J. ~!7!~~pJ.a80i.' ci11~Tf:r:· al.e•~~. 3 i~ª;.~~~;,.uf! 

por J.a preeencia del. piruvato ,, •• J.nhibiCS. por NADH (11:.eric:h D.W •• 
1985). Por ••t• razdn. •• po•ibl.e que J.oa cambio• deacrit:oa para 
• M 1 1•r1 ••••• y a..&aJ.i., .. puedan aer aemejantea en •'t•e••••• y 
conaecuentemente puedan ••r ine>ortantee en el metaboliemo de carbono 
de ••t• t..lcteria. 

•• el.aro que el. cicl.o TCA •• neceaario para generar energía 
para l.• rijación de nitrógeno. ain embargoo no exiaten evidencia• 
el.ar•• de que tan neceaario •• un TCA c~leto. J.a evidencia gen•tica 
illplic• que el brazo deacarboxil.ante de .la vía eat4 interrumpido., 
aientr•• que l.a evidencia bioquímica aún ea ambigua., por ej...,l.o la 
iaocitrato deahidrogenaaa ( %DH) y la oxogolutarato deahidrogenaaa 
(OODH).. doa enzi ... a deacarboxilant•• en el ciclo TCA •on con 
erecuencia inhibid•• por al.ta• concentracionea de nucledtido• 
reducido• y tanto au expr••idn como au actividad aon inhibida• por 
condicione• anaerdbicaa. Por lo anterior ae podría especular que la 
acumulación de poder reductor en l•• condicione• microearóbicaa del 
.-dio ambiente en el nódu1o padr1a inhibir a laa enzúaaa ZDH y OGDH y 
que la baija actividad enzim6tica Podría repartir el. flujo de carbono a 
PHB o a la v:La de deacarboxilación a silutamato. dependiendo de 1a 
li.aj.taci6n o no de la• enzi.Ma• cs. %Off o OGDH. 

Eatudioa de ultrae•tructura por microscopía electrónica en 
bacteroidea de • 1e••••e•• (Ching et al.. 1977 > mueatran 
invariablemente sirand•• cantidad•• de dep6aitoa de PHB. el cual. puede 
••r acwnu1ado hasta en un 501 del P••o seco de 1a bacteria (Wong et 
al •• 1971). Además de haber•• observado en • gg••AeA una alta 
actividad de la enzilftll S-hidroxibutirato deahidrogenaaa (Romanov et 
al.. 199• >. La prominencia citopl.4amica de 16at• pol.Lmero en 1o• 
bacteroid•• claramente augiere que toda la energ.(a disponible y 
equi.valentea reductora• no . son automáticamente canalizado• a la 
operación d• la nitrogenasa. En • 1epp•'eee laa mutante• en gene• 
eatructural.ea de l.a ni trogenasa c~ l.aa cepa•. a.i..&Q: : tnS y Ai.&11: : tnS. 
han •ido reportadas par acwnular grande• cantidad•• de PHB (ICal.uza et 
al. •• 1983). Por microacop;(a electrónica de nódul.o• rormado• por 4ata• 
y otro tipo de mutante• ae observan acumul.acione• •illlil.area de PHB en 
proporción a loa nódulo• de l.•• cepa• •i1veatrea. Sin eanbargo •• 
intereaante. que eaaa mutante• acwnu1an grandes cantidad•• de PH8, 
aólo deapu4a d• 3.5 •emana• de airnl:>iosia. E•to sugiere que l.a aínte•i• 
ele ne• y 1a nitrogenaaa compiten por energ.(a y poder reductor. 81 
poder entender l.aa condicione• que propician la aJ:nt.e•i• de PHB 
pGdrJ:an aportar una ayuda importante para el. conocimiento del. 
.. taboliano de carbono en J.oa bacteroidea. 

1.a.s.1.- 8Zlft'••Z• O• ..... Awpgpbesger he11eggpq-&&. 

Dawea y colaboradorea <Senior et al. .• 19711 Jackaon et al.., 
197~1 Ritchie et al •• 1971; Senior et al. .• 1972) han eatudiado el 
cicl.o del. PHB en una bacteria que rija nitrógeno. aunque no en 
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t:~~f~i:;,-;.• J. .. i-::::;~;:~i!:::. ":o .. '•.:,'J.Tc':1!. •:e •1:!:tf~co'i~ ~ ;! 
cetotiol.••• rormando Acetoa.cetil.-CoA. poaterioraaente •i•ndo ••te 
reducido • 11-hidroxibutiril-CoA por J.a enai... acetoacet.iJ.-CoA 
reductaaa. J.a cual. puede uaar NADH o NADPH co90 donador•• de 
eJ.ect.ronea. aunque ~ata ti•n• 5 vec•a -6• arinidad por NAD.... La 
Poli ... ri.aacidn de 11-hidroxibutiri.J.-CoA en PHB •• catali•ada Por J.a 
Po21-r•aa - PIUI. 

Senior et al... (1972). d~atraron que 1• liai.tacidn de 
ox1'.geno produce grandea ca.nt:i.dadea de PH8 en Ae••e•a*;•g. A bajo p02. 

:! T:t:c¡~~ió~-:Hd/~ :•~:H1~~~~=g~~~ unpo~ªd1i:'!.tu0ci~r:-3!ª;: 
30• en l.a act.ividad de la. iaocitrato deahidrogenaaa (Jackaon et al .• 
1976). Cl. NADPH y NADP demo•traron ••r po.dero•o• inhibidores de 1• 
NADP-iaocitrato deahidrogenaaa y citrato •i.ntaaa. reapectiv ... nte. 
!~:~ff~cij.t vªf~; ::;;t!rOn':!j~eiª~,P~C:.n'!ii!º~~;_t;t:fn°Ya.:C:. canal.is• 

1.a.s.2.- •Z..,.•Z• DS ..... wh&eptpeég••• • 

.. •"'dono• en J.oa reault•do• de Nong et al. •• (1971) y trarr 
et al. •• <1•••>. parece obaervarae que J.a acwnuJ.ación ele PKll en J.oa 
r!:t:=~~~o'!--e't \.e•An'!?s::~• ••r iniciada por evento• aiaú.l.area a 

Sn • 1••••••••. Tajima et al... (1988J. aidi.eron J.•• 
concentraciane• de erector•• metabólico• en t:Jecteroidea incubando bmjo 
cond.icion•• ••--jantea a J.aa d•l nódul.o. La• rel.acionea en el. 
b•ctero&d• P•r• NADH/NAD y NADPH/NAOP rueron o.•3 y 3.7. 
reapecC.iv...,.&e. Por J.o Anterior en • 'ºR2º'ene la ••nteaia de ... 
puede ••r en parte reaponaabl.e de l.a baja relacJ.ón ICADH/MAD debida a 
que el. IUU>H •• el coractor preferencJ.al de l.a acetoac•til.-CoA 
reduct:••• la cual tiene una afinidad 20 vecea mil• ~ja para llAElll ~e 
para NADPH (..._rich D.W.. 1985). Sin embarsio. una a1ta relacJ.6n 
NAD..,/llAOP ea potencial111ent:• muy i~rtante. En ••tudioa prel.iaá.nar•• 
•• ha obaervado una. inhibición auatancial d• l.a NADP-iaocitrat.o 
deahidrooenaaa cuando •• pr•••nta un• rel.ación de NADPH/llADP de 2.5. 
~r -ro J.ado ... it-.i y 3onea. (1968). encontraran que _. 1a ~ 
ele bacteria• or.. neeat:&vaa l.• enai.. citrato aintaaa reau1t6 aer 

=~:i S::: =::'.; .:_~,:~: ::=c~=~~fv=tl~-;!,:'=i·v~i!,~.:~.=: 
que utiJ.&a•n la v1a Sntner-Doudoroff comw:> una primera opci6n para la 
gJ.&c6J.iai.•• 1• cit.rato ai.ntaaa ru• reactivada por AMP. SJ. ANP no t.uvo 
erec:t.o en J.aa bacteria• que utilizan principal.mente l.a v1'.a a.bclen
-.,Yerhor para J.a desirada.ción de glucoaa. Mientras que. pa••=e':'J y 

fCfr7ª1.''\\'.-;-•• 1!.t;.ª;i~~". J.:. v!1a ª~~~~~~':.~~rrC:::rr 'ªt#:::n.~tke ª et 
aJ. •• 1985). Jtor J.o anterior ea poaible que la revulación ele 1• citrato 
•int .... ••~ cCIMD de ot:r•• enzima• del 'ICA pudiera ••r direrent• entre 
e••••t=~· y Me4ysM•••••ee. La c&t:rato aint••• juega un papel. 
eatratCo en el -t•bol.iamo de carbono debi.do a que controla J.a 
entr•d9 ele .. t:e en J.a reacción inicial del TCA. Si en l.o• t»ecteroide• 
2• c&tr•to •ánt••• eat4 •á•ndo repria.1.-'&n!Ub&.S.. •ato Podr'• t.,..r 
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illl)1icacionea directa• sobre el rlujo de carbono • trav•• del TCA. Por 
lo mis-=-. el rlujo d• malato o auccinato • trav~a de eata v~a •• ver!a 
arectado. 

J..>• - Zlft'llGlllACZOlf 0.L -'l'AaOLZ•llO D• CAJmOllO 'I' 
•z .. aOG.-o. 

O\lrant• l• aimbioaia de p••• .. 'MP con planta• 19gumino•••· 
1• ri1•cidn ele nJ.tr6geno llevada • cabo por 1• bacteria prov•• • 1• 
plmtta dei nitrdQeno en roana de ..onio que intercambia con ella por el 
f::o•;:::~g.; ':.f::Xfi~!: ~°nnt•;:c~ •:u::~~!tif:r .}'::rlªo•die• .1• C:!.ª"!~:i 
r .. ponaabl•• del intercambio de nitrógeno y carbono. Por lo anterior. 
en ••t• parte de nueatra introducción analizaremos loa antecedente• de 
l.a interacción que exiat• entre estos dos metabo.l..i•lllO• ya que un 
objetivo de nueatro proyecto ha aido el an4liaia de la integración de 
.. to.., .a vidm 1J.bre. 

La gl.ut ... ina •• el. producto rtnal. d• l.• aaimilaci.dn d• 
.-onio y •• un donador de ni.trógeno para reaccione• bio•int•tic•• 
t•t:•dt:.-n. 1973). Sat• a1nino4ici.do ha •ido cata.logado como el. 
-t•bo.l.ito nicrogenado r••Pon••bl.• de J.a repreaidn catabdl.ica del. 
nit:rdgeno en vari.o• •icroorgani•moa (Hal.pern. 1988), co..a 
conaecu.ncia. ;u-oa un pape2 centra1 en el. .. tabol.imno nitrog.nado. 

La gluta.J.na •• •inteti••da por 1• gJ.utamino •int•t••• ca•> 

:rr:~i::i::n::o~; r. v,:;:-:r:cºaiú~ 'Wnl'C?a'n· (~~)~'lta~.::c:·!T!:::~ 
~:::4TJinc'::;:O ~.=~a::. 1 •::/r.o L¡.r,e;a!l.:1;.,:~ 19!.f!:'#:Jt':!\!f!;. 2: tr..:e v.·g"'TO:r~r;.r;:~~~-~:g7~~r~c:=c;e:;;:e.l°~=o~1~':.~ 4:~ 
al .• 1987) con excepción d• ••••••• .. •pe •••''"'1º"" U:>onal.d y 

::::~f;..1 '.••j.; ;: ~°.ra:r:;::r:.~;1% .::• a~~~~~~~.1:1ra;. Y ~'!~~T.~~c-;::~~ 
tran•cripe:ional..nt• por una adeni.J.ación reveraible y •• •inteti.aada 
con•t&t:ut.iva .. nt:• caravo y llora. 1!i881 ltoa•i •t a2.. 1989). Sn 
contraate,. J.a OS%% •• diat.í.nta d• la• otra• GS• reportada• para procariot•• y no ••t• •ujeta a adenil.ación1 J.o• nivel.•• de aszr aon 
depencl.iente• de l.a ruent• d• nitrógeno preaente en e1 awdio y no •• 
-.ore•• en -.atant•• •n ~ o~ C8ravo y Nora. 19881 de Bru.ijn •t 
a1.,. 19891 ... rtin et •1 .• 1988; Roaabach et •1 •• 19871 Roa•i et ai .• 
19891 .iwatt•r• et al..,. 1989). Ad._.••• id•ntiric6 un tercer 2ocu•,. 

~1wc:.e=; :'19 ¡c;'.!!!4;..-.;;.g,srzr. •'!,e!;r';\l''fc\i·:iu~:tt•:t•:\~!' 
11'1'1 de aruijn et al.,. 19891 Sap~et al. .• 1990; Shatt•r• et al..,. 
19931. Sl. .. tabol.ilJalD nitrogenado•• encuentra 1ntímament• rel.ac:ianado 

:O::rd--=:of:':fu~c~bo.;.~· .';>~1·=:.:i- :iOaa1 deren~~. •; 
•• central en el. .. tabol..i.amo de é•t• e1emento, •• cont.tnuAJnente 
•&nt.C&•ado y ct.gradado lllora.1990). La a1nt••i• y degradación de ••t• 
:O~C:.~': r:::1~-.~:nc~~2:~c.1-J: :~.~i11•1tt::~~ª ·1!" uT.tr:::rd:e d:r 
carbono preaente en el -.dio. Sl. ciciaj• d• g.luta111ina en ••t• hongo 
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· ~:;:~f ic:n y 
1
:. :!:!f:3c!6:or d:T:~e~~~,__:::do:• r~~~r.:,. dr.! ~º~=~ 

poaib1• •1 r1ujo continuo de carbono (Hern4ndea y Mora, 198&). 

La exiatencia de proc••O• cíclico• con di~erentea 
propó•ito•, tal•• COJnC> oxidación. aínt••ia. y generación de energLa, 
•• camón en organismo• vivos. Lo• cicloa rútilea aon aque11oa en loa 
cuale• la• reacciones de aínteaia y degradación. catalizadaa por 
direrentea enzimas operan •imu1toinealftente. En una dirección, 1aa 
r•accion•• gaatan compueatoa de a1ta energía. La operación de eaoa 
cic1oa airven para disipar energía. CKatz et al .• 1976. 1978; 
-.ho1- et al..• l.98C) • 

La operación de un cic1o que conduce e1 nitrógeno entre 

::c':!:trf~:~~tºs!'.:!u~:"f~.~l,;.;;~d!~!~~:•c1edo~:·~::iir~~~;n~~r:: 
1a pregunta de. qu~ ten nec••ario •• •ate ciclo. Por otro lado e1 
drenaje de eaQUe1etoa de carbono. poder reductor y ATP C'OlftlO reau1tado 
del cic1aje de 1a glutamina ea evidente. Por lo tanto el cic1aje de1 
nitrógeno puede a.rectar el rendimiento del carbono y la di.atribución 
de la energta. A continuación ae de•criben las diferente• runcionea 
que han •ido propueatea para e1 ciclo de g1utamina •n Pe•s••••g• 
aaaaaa (Calderón et al,. l.989; Calderón y Nora. 1985; cooper y 
Nei•t•r, 1977; Xatz y Rogn•tad, 1976; Nora. 1990): (a) una 
contrilaución a J.a irrev•r•ibilidad en la tr•n•aminación de la 
01uta•ina; (b) v1a r•pid• par• regul.ar inatant&neamente l.a 

~:::ez:.t;.r•~f:~.!r!r~c•J:;;!d!cf3! ~~1 t~nitt0ró~'!.:~0~!~~1!~~~·,~c:;..d•vf: 
o•nera1 para tammr o 1iberar 1o• eaque1etoa de carbono de lftetabo1itoa 
org6nicoa nitrogenado•; (d) el recalftbio de g1utamina a g1ut .... to y a 
otro• -.J.no4lcido• para .. ntener el. balance óptimo entre COllllPU••toa 
nitrogenado•1 C•> pare diaipación de energ.ia; y (r) para ga•t•r 
energ1a e inducir el r1ujo de carbono (llora. 1990) . Por 1o anterior •• 
intereeante inveatigar en •-··ee•-. 9&&i. que grado d• relación exiate 
entre •1 -taboli-=> de carbono y nitrógeno. 

2. • •. - La •ZOLOGZA D8 LO• aADZCALll• D81o OJl:ZGllllO. 

como .. ncion.-o• a1 inicio de nu••tra introducción 1a 
~9J:!ªc;t.6n0:r::::•~ ~i~·1.,~lt~r:-::..~~ •.U:tr:~.1:.• !:e;.•~¡,•,•, cu:::: 
bac~eri• cuando deja de crecer •......,.ta la re•pu•ata de re•i•tencia a 
diverao• tipoa de ••tr••· Cuando a..asJ.A. •n vida 1ibre .S.ja de crecer 
en .... tambi6n aUJnenta la reapueata de reaiatencia a1 eatr6• 
oaidativo. ~r otro lado. ai conaideraaoa que poco •• conoce acerca de 
l.a reapueata de 1•• bact•riaa rijador•• de nitrógeno a1 eatr6a 
ambient•l. de au habilidad para adaptar•• y aobrevivir a condicione• 
adv•r•a• en el. •u•1o y cdmo otroa tiPo• de eatr6• pueden arectar 1• 
roawaci6n una au.bioai• erectiva con p1anta• leguminoaaa. 

Para l.oa organi.ernoa aeróbicoa el oxigeno molecul.ar •• a1 
ai•mo tJ.elllipO t>en6rico y P•rjudici.a1. Sate actúa como un aceptor 
teawina1 de e1ectron••, y provee enor.-a ventajaa en t6rai.noa d• 
o•nerac&dn de energLa. pero ea t-..bi6n univ•raal.mente tóxi.co. La 
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reducción incoepl.eta del. oxigeno lftDl.•cul.ar genera ••pecie• reactiva• 
como l.o •on el. radical. anión •uperoxido (O~->. peróxido de hidrógeno 
(H302) y el. radical. hidroxil.01 ••p•ciea que pueden oxidar .6.cido• 
graaoa. peroxidar l.ipidoa CStors et al. •• 1990). oxidar prot•inaa (Brot 
et al. •• 1981) y daftar DNA CDeftlPl.• et al. .• 1983; Levin et al. .• 19821 
Ha1l.iwel.l. y Outteridge. 1986) • Ad--6•. ha.y evidencia de que exiate una 
illportante i~l.icacidn de ••pec:i•• reactivaa derivada• del. inetabol.iamo 
del. oxigeno durante l.a •illlbioai•. al menos en l.a etapa de aeneacencia. 
(Long. 1989) • La •ilnbioai• eat4 caracterizada principal.mente por 1• 
capacidad ~r• fijar nitrógeno atmosférico. y l.a enzima el.ave en ••toa 
proceaoa ea l.a nitrogen••• local.izada en el. microaimbionte. Se aab• 
que ••ta ea r.6.pida • irreveraibl.ement• inactivada por oxigeno y aún no 

::oc~!!n:. •fn~:f:;~ig:~·.¿n d~o:ªJ>ó8dc:19:. <!tdia~a.~~ <!4J.1toº';,!,~:':i'::i:'1 ::~: 
que •••n generad•• eapeciea reactiva• del oxí'j¡J•no tal.e• como el.. 
perdxido de hidrógeno. por laa fuertes condicione• reductora• 
requerida• para l.• ~ijación de nitrógeno y l.a participación de varia• 
proteinaa que incl.uyen a la rerredoxina. uricasa. hidrogenasa. y 
J.eg"-:>globina CDalton et al. .• 1991). Esta úl.tima •• una hemoproteína. 
preaente en illw>ortante concentración en el. nódul.o. aujeta a un proceao 
de autooxid•ción. generando el.. anión auperóxido y peróxi.do de 

:!:~:o~ ~=~!n:1 ~~a::::,:a· :o°: l~th~'1~b~~. h~.~:~:~~~d~.~~i:! 
reactiva• (O.vi•• et al. •• 1992). junto con cantidad•• •igniricativaa 
de radical•• hidroxilo que han aido encontrada• en n6du1o• 
aene•cient•• c .. cana et •1 •• 1993>. Sato puede eatar rel.acionado con 
1• al.te concentración de rierro. •1 cual puede catal.izar en •1 citoaoJ. 
de J.oa n6dul.oa. 1• rormación de radical.•• hidroxil.o del. peróxido de 
bidr6geno. vial.a reacción de Penton ( .. cana et al. •• 1992). De eata 
.. nera el. retn0ver el peróxido de hidrógeno del. nódulo •• vuelve 
eaencial para au runcionAlftiento. Dalton et al. •• (1991) 1110•traron que 
un ciclo eficiente de aacorbato-~l.utation •• encuentra preaente en el. 
citoaol. de l.• c•lul.a hoapedera y que exi•t• una i~ortant• relación 
entre 1• ri.jación d• ni.trógeno y el proceao de deaintoxicación 
generado durante l.a ri:t•ci.6n de nitrógeno (Dalton et al.. 1993) • 

Ot.ro Po•ibl.• proceao de desintoxicación del peróxido de 
hidrógeno puede ••r proporcionado por laa cata1aaa•. J.aa cual.ea 
catal.iaan la conv•r•ión de1 peróxido de hidrógeno en oxigeno y agua. 
Laa catal.aaaa •• pueden J.ocali•ar tanto en el. ci.toao1 de 1• pl.anta. 
~en el. .U.cra.illllbi.anc.e CPrancia et al .• 1973). 

La reapueat.a de J.aa bacterias al ••tr•• oxidati.vo ha aido 
.. eena ... nte ••tudiada en bacteria• ent6ricaa como ••• .. s•·-•• ~ 
y ••Jncc•&ae g,,...•nner'MP CDeatpl.e. 19911 rarr y K09oma. 19911 Stors 
et al •• 1990). Cuando ••t•• •on tratada• con do•i• no letal.•• de H202 
alcansan un cierto grado de adaptación. volvi6ndoa• m6a re•i•t•ntea a 
trat.ai.911toa aubaecuent•• con doaia letal•• de ff¡O~ CChriatman •t al •• 
19851 DellpJ.e y Hal.brook. 1983). De manera •.ilfti1ar. a...aaJ..&, puede 
eclap~•r•• al eatr•a generado por el auperóxido con pretratalftientoa con 
bajo• nivele• de menadiona o paraquat (Greenberg y Deatpl•. 1989). 
-...roaaa proteinaa. Cy aua gen••) forman parte de l.a re•pueata a1 
eaer•• oxidativo. 6•t•• incl.uyen a la catal.aaa. la auperóxido 
dia..ueaaa. y a l.aa ensiaaa reparadora• de DNA e.ale• colftO l.a 
exonuc1 .. aa %V. DMA pol.i.1Reraaa. nucleaaa Recae y RecA (Dmnpl.e. 19911 
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Farr y ICogoaa. 1991>. Loe genea invol.ucrado• en •1 control. de 1a 
r••pueata a1 eatr•• oxidativo t_...,i•n han ai.do identi.~icadoa. Por 
•:f~lo. •1 producto de1 gen• ~ •n reapueata a1 eatr•• por H:i~ 
r-vu1• l.a inducción de 9 proteinaa bajo contro1 poaitivo (Ch:riatman 
et a1.. 1989 > • se ha encontrado que •xi aten aobrepoaicion•• 
conaiderablea entre la• respueataa metabólica• que ti.enen laa 
bacteria• • di~erentea tipo• de ••tr•• (Nyatrom. 1993; Siegle y 
1Co1ter. 1992). Por ej_..,1~, bacteria• d•-.....&.&. una vez adaptada• al 
reto por peróxido de hidrógeno (H203) •• vuelven m6a r••i•tent•• a 
choQu.•• por alta• temperatura• y al reto oamót.ico. diilndo•• en la 
c•1u1a. •1 •i•..o ti.empo. una aobrepo•ición entre la• prote.inaa 
aint•tiaacSaa durante el eatréa oxidativo y laa i.nducidaa por la 
deprivación de carbono o nitrógeno. (Chriatman et al. .• 1985; Siegle y 
atol.ter. 1993). 

1. •. 1. - CA'rALA•A8 

Entre loa aiatemaa de protección de la c•lula •xi•t•n do• 
tipo• de enzima• para remover •1 peróxido de hidrógeno: 1aa catalaaaa 
y peEoxidaaaa.(Deiaaeroth y Oounce. 1970;_ Nakata et al .• 1997). 

Mientras que en alguno• aicroorganiamoa aólo •• ha deacrito 
un tipo de catala•••· •n otro• •• ha reportado la preaencia d• -6• de 
uno. ca.o en •1 caao de •••ffs••••• ..U. (Claiborne y Pridovich., 
19791 Cl•iborn• et al •• 1979), ~,..,.P.!!;TJ;ª!f! ••s•-~•A•• «seah et 
al. ... 19.,31 Seah y ltaplan. 19~!..!.._.---~ ._,.,Jále (Loew•n v 
8wit.•la. 1987) v •1•••••1•• - (Gol.berg y Hoc..._n. 1989) ~ 
-...&,l. produce do• tipo• de ••peciea de hidropermcidaaaa «HPX y HPXX) 
para laa cual•• la a.int••i• eat6 oen•tic ... nte controlada por al. .. no• 
4 1oc:i• no cont..iguoa uc,a. &:lllQ&,. Je.ato. y QILl.a. HPX,. ea codi.t:icada por 
-.&a «Trigg•-llain• et al .• 1988). la cual.•• una enaima bi~uncionel 
que tiene actividad de cata1aaa y peroxidaaa y •• dependiente d• 1a 
r••pueata al ••tr•• oxidati.vo y del regulon oxyll (Chiatman et al., 
19e9>. HPXX codificada por~ «Von Oa•owski et al.., 1991). preaenta 
a61o actJ.v.idad de catal.aaa y au -6xi.. ainteai• •• deterlftina en 
c6l.ulaa en ta•• eatacionaria (Loewen et al. .• 1985)0 bajo eatr•• 
o...Stico (Jenki.na et al.. 1990) • La expr••ión de HPXX requiere un g.n.e 
~ «~> t:uncional (Loewen et a1.. 1994) el cual. tambi6n ha 
.aat.rado ••r regulador de la tranacripción de ~ de una -n•ra 
diferente a Oc:mlD lo hace~ (Xvanova et al .• 1996>. 

Poco •• conoce acerca de l.aa catalaaaa en la t:andli• 

!!!t!fr#a-_...:;z. b:.ec~:;!;;¡,t•r.::on:;: :1•P~:::::~ p~'!-• P::Jcx•i~~''l: 
hICíreno con una mod.eata .inducción en la actividad de catala•a 
(C:rock~ord et al.. 1"995) . La actividad de catal.a•a mueatra una 
regulación dependiente de la denai.dad celul.ar. (Crockt:ord et al. •• 
1995). Por otro lado la activi.dad ele catalaaa reportada para una cepa 
de :••y•"f e•l'tAMP 1••••&e•• aia1ada de nódulo• fijador•• de 
nJ.c.r eno tu mayor que 1a obaervada en otr• cepa extra.ida de nódulo• 
no fijador•• <Prancia et a1 .• 1972). 116• recient .... nt• ••reportó la 
cl.onaci.6n y caracterización del gene ~ de M'eM•-e -a•a•s&. •1 
cua1 c:ocliCi.ca para una catala•a _,no~uncional (.~). que •• i.nducida 
por per6xido de hidrógeno (Herouart et a1., 1996>. 
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.....a.&. reaponde a la l.imitación de nutrientes en la raae 
••t•cionaria. deearrol.J.ando una •levada resistencia • diferente• 
pr••ione• mnbient•l.••· Esa• células mantienen un metaboliamo reducido 
y pueden pecaanecer viab.lea J.ncl.uao por atloa. La• ct6l.ul.aa •• hacen lh6• 

r:::::c. ªc':.u~!!::1::U:i .ª.9 1'i;~~~n:~· g:n:=1'(';:~.:.·~it:P~1~':'1l~g3r 
codifica para el ••wundo factor vegetativo aiQtRA -.~ o sigma 38. Eate 
•• un c0111Ponente de l.a llNA po1imeraaa y dirige l.a pol.im.r••• a 
prc:motor•• que aon pobremente reconocido• por el. ractor denominado 
•cuidador de J.a caaa• Chouaekeeping), eigma 70. n .. ange et al.., 1991; 
Tanaka et al •• 1993). Aproximadamente de 20-35 productos gt!tnicoa 
reciui•r•n ••t• factor para au inducción durante la disminución del. 
crecjaj.ento (Nyatram et al.., 199•c1 Lange et ai .• 19911 Mccann •t 
al.,1991). MUtante• ~negativa• aon menoa ca¡>9cea para aobrevivir y 
no de•arroilan reaiatencia • múltiple• preaionea. que aon indicador•• 
de 1• reapueata de eobrevivencia en la fase estacionaria CNyatrom et 
al •• 199•c1 Lang• et al •• 19911 NCC•nn et al.,1991J. A la fecha han aido 
ident:.iricadoa vario• genea dependientes de ~ con papel•• 
eapec~ficoa en la reaiatencia al eatréa por calor. oxidativo, osmótico 
y por lua UV (Henge-Aroni• R .• 1993), como aon la expreaión de la• 
catala•••• (HP%, HP%%J para proteger contra el eatr4'a oxid•tivo 
(Loewen et: al., 1985) . Sin embargo todav.í.a •xi.aten mucho• gen•• 
dependittntea de ~ no identiricadoa. Ots-os aapectoa fiaiológicoa en 
laa c•lul•a que dejan de crecer aún no han aido explicadoa. 

La concentración d• JlpoS en laa c4'1ulaa •• regulada • nivel 
de .1• tranacripción. t.raducción del. Jt.NAm y de la •atab.i.lidad d• la 
prote~na. S• aabe que varioa factor•• ft'Odulan au aínteaia (Lano• et 
al .• 19••>. Algunoa de loa 111etabolit.oa que median eata r-vulación han 
aiclo ident:iricadoa cew> en a..a..&.&. y en • gye••-g&pa donde vario• 
ven•• que aon illll>Qrtantea para 1• aupervivencia aon dependiente• de 

=rrl'c.ª;:!r:•r!"!~~tf:trcz¡ci:s.!~t~ot;;ct~:diC:~c:u;,:;!0r:•pr~nt•1= 
receptor• del AICP cícl.ico (CAP> CSpector et al. .• 1993). Sin embargo e1 
pape1 riaiológico de1 Cc>llll>lejo CAP-cAMP en la regul.ación negativa de 
gen•• eaenci•l•• para aobrevivir l.a f"aae estacionaria, aún no •• 
claro. Por otro lado •• aabe que loa nivele• intracel.ularea de pp(Jpp y 
AICPe regulan loa nivele• de RNAln de~ y que loa 4'cidoa cllibil•• cocnr::> 
a~ico y benaoico tmnbi4n inf"luyen en la tr•n•cripción d• ~. 

La tranacripción de ~ en • 9e11 •• inducida por 
~••rina lacton• (ffuiaman et al .• 1994), un inetabolito derivado de 
inte..-.diarioa de la bioaínt••i• de treonina. lo cual. sugiere que ~ 
puede ••r tambi4'n regulado por la denaidad celul.ar a trav4'a de 
h090••rinaa lactonaa (HSL) y sus derivados (Huiaunan et al. .• 199•>· La 
part.icipación de HSL en la reapuesta al. agotamiento de nutriente• en 
.1• raae e•t•cionaria •• intrincada ya que co~ueatoa estructuralmente 
relacionado• como laa acil-homoaerinae lacton••· actúan como aeftalea 
extracelularea en poblaciones con una alta denai.S.d celular expreaadaa 
por J.aa bact:•ri•• en •quorum.• CFuqua et al.,1994). ¿Cual•• 1• 
conexión entre HSL(a) COIRO regulador•• d• ~ y l.a• acil-hornoserinaa 
.1actonaa c~ aenaorea de denaidad celul.ar? La evidencia que 1ioa a 
1•• HSL a JtpoS •• deriva de ••tudioa con mutantes en laa vía• de 
•1nt••~• ele treonina y ,...t.ionina CHuiaman et al •• 199CJ. Mutante• con 
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bJ.oqueoe en J.o• paao• previo• • la •.inteaia d• homoaeri.na CU) no 
.inducen~• meno• que •• l•• proporcione HS o acil.HSL. Si.n ...t.rgo 
••t•• mut•nte• pueden ai.ntetiz•r acilHSL•. S••• •utante• al ••r 
proviataa con metionina o treonina en e1 .. di.o pueden crecer y 
producir S-adenoai.J.meti.onina. un auatrato conocido en 1• ainteai.• de 
aci.1-HSL CSberhard et al. .• 19911 Mor• et al. •• 199&1 schaerer et al. .• 
1995). Por J.o tanto la HSL y aci1-llSL a peaar ele •er eatructura1-ate 
a ... j•nt••• parecen aer producida• por .. tabo1ito• direrentea. La• 
aci.1-HSL aon cOlllpue•toa que actuúi colnO aeft•l.•• extracel.u1area 1aa 
cual.ea ae .incrementan en concentración dependiendo de l.• denaidad 
ceJ.ul.ar. Sn contraat•. la HSL (derivada de HS) podr~• ••r una aeftaJ. 
intracelul.ar producida por la J.iaitación de nutri.ent••· za.brano et 
aJ. .• C1996) eapecul.an que la ciclización de HS en HSL puede aer 
catal.iaada por tRNA aint•••• ya que •• •abe que varia• ttua. aintetaaaa 
enJ.aaan. adenil.an y cicJ.an HS para generar HSL in vitro CJakubowaki et 
al •• 1•92) ... to úJ.tilllD augiere que una primera aeftal. .. tabdl.i.ca puede 

::.r:n:~·r: ::s.:::r;:•J: ;~n ... 9•0~~n•tt0an~':. zi-:,~r!s~~~~~n~:_: ~:re::;!! 
de l.aa aeftal.ea -=»1ecu1ar••· no paree• haber una con•xidn entre J.a 
reapueat• al. agotamiento de nutriente• o a l.a ~a•• ••tacionaria dada 
por HSL y 1a reapueata de alta denaidad celu1ar de aci.J.-HSL. Aai ai.-c> 
mutante• con bloqueo• en 1• afnteaia de HS pueden hacer aci.J.-H8L pero 
no aon capac:ea ele reaponder a e1J.a a -noa que aean •up1 ... ntadaa con 
119 o H•L Cza.brano et a1 •• 1996). S.to augi•r• que•~• del.a aefta1 
de concentraci6n ce1uJ.ar de J.aa acil-HSLCa) loa circuito• de 
t:.ranaaiaidn de aefta1•• ta.bi6n ••naan l.oa nivel•• intraceJ.ularea de 
limo. 

Laa N-acil homoaerinaa lactona• cacil.HSLa) han a.ido 
deacritaa C091D ..o16cuJ.aa aintetiaadaa por 1•• bacteria• con l.• 
ei.nal.idad d• regul.ar au crecimiento cuando l•• bacteria• J.J.egan a una 
c&erta d•n•idad cel.u.J.ar. como ae podr' an•liaar -'• •del.ante. 

=:T".-:0:.1:=1:r.Mo1Ja•fM~~~.:C~a c~c!!t: ~-~:• a~i=• •:::c1
e :: 

l.a introducción C1.6). anal.i•aremoa lo recientemente publicado acerca 
de ••t•• mml.ecul••· ••i como au ._caniamo de acción • travéa de 1oa 
circu&to• reguJ.atorioa tipa .Mm& 

a ••• - CGMUiiZCACZOll ~ZAllA A ...avm• .,. •-ACZlo 

•0.08-ZISA9 ~·· 
llecient-.ite •• ha pueato 9UCha at.-ición a un tipo c-=-in de 

aiat ... a aenaorea conocido• como aiatell'laa reguJ.adorea de doa 
ca.ponente•. en 1o• cual•• un c01111POnente prote.ico C•l ••naor) regula 
1a foaforil.acidn del otro Cel regulador de respueata> CUlitaur. 19891 
Dor91an et al. •• 19921 Stock et al. •• 1989: Parkinaon et ai •• 1992 y 
19931 auaao et a1 •• 1993; SallftODCI et a1 .• 1995). Exi•t•n regu1adorea 

::%1:!::::rr:!: i~c~::'!~ic~;:rr.:~;~~c~~ul.:!n?r:·~e~:::n::n·: r; 
foarorilaci6n C .. inton et al .• 19921 Williama et al .• 19921 Fuqua et 
al. •• 199•»· Concretar-..oa nueatr• atención en J.aa acil HSLa 1•• cual.ea 
han moatrado control.ar un rango lllUY diverao de ~actor•• clependientea 
de denei.S.d cel.u~ar (Salmond et •1 .• 19951 Sitnikov et ai •• 1995). 
incl.uyendo el control. en la produccidn d• antibiótico• y exoensilllaa en 
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fffl:''li::::::-:i· -~~in¡;a:3;~ ~!,n·ju~!~~ó~ 1/.912b~1¡::T~o •\.·1~;. 
Z'"pr?duSZ:fl:-ct!-Z::."f!i~ ~~tu¡.~v ,ñt •1ñ; !!;!éa;!:;r c~~n:!·~t1:~~~ 
19931 •••••dor et a1., 1993). a8f'como •1 ya eatabl•ci.do pape1 911 el 
control. ele 1a bio1Ullliniacenc.i.a. l.a cual ocurre en Jr.&.111,da ca •e••s• en 
v.i.cla l.i.bre pero que tiene eapeci.al aignifi.cado cuando •• encuentra en 

:!"f!O:f~1!:~.-:-~ ~!-O:~r~!. C::o~c~i':s~U.:.n~~..,~~-~ 'fmffb':i'!':i! 
(3-oaohexanoil.)-L-homoaerina l.actona (OHHL), l• cual. activa a JJilAa 
cauaando J.a tranecripcidn del. operon Ja¡¡a. Gr .. nberg et a1 •• (1979) y 
llanael.ka et al.. C 1995). JnOatraron que loa aobrenadant•• de 1oa 
c1o1l.civoa de una bacceria marina no luminoaa podtan inducir 
b.i.ol.uainiacencia en~~~yt de la mi.ama manera que 1oa 
aottrenadante• de s¿~Sin eaabargo, eao• aobrenadant•• no 
t1o1vieron eeecto en . Sato 1l.ev6 a l.a hipótea:i.a de que 
eapec.i.•• de bacteria• mar in•• podian comunicara• uaando 
a1o1toinductorea. La eatructura química de ioa auto.inductor•• ha sido 
identieicada CSberhard et a1.,1981; Cao et al.., 1989) aat como l.oa 
gene• y 1a regulación involucrada. (Ul.itzur.s .• 1989; Meighen B.A., 
1991). Actualmente la inte~ración de la regul.•ci6n génica. • niv•1 
cel.ular. 11.evada a cabo por pequ•ft•• mol6cul.a•, ••t6 9111Pezando • 
CC1111Strencler••· 

%nveati9acion•• reali•ada• con P ••••••-••• y • •rm.,•v•-· han incr•-ntado en oran manera el. conocia1ento en 
bacter •• gram negativa• que utiliaan HSLa en •u regulación gen6tica. 

producci6n Snc1e e .t::r::rT~t :i.1r~· .':.c~11~~L•19~;,~1~. po~i~~=:t~o!~ 
pri .. ro. la i.dentiricación de un homólogo de Jr...u&& y aegundo 1a• 
obaervacionea de que p ••s=••ee•• produce HSL•. Sl. grupo de Barbara 
%gl.ewaki•• cl.ond el. regul.ador poaitivo ,...., el. cual. pertenece a 1• 

f;;f~i; ::..:=:1.•~:ª6•~~an~~!.':,i~º~:1::o~~it:-fe ~~~o v~; :!A& 
y w,aa. de l.a prot•••• alcal..ina (~) y de l.a exotoxina A (,2:QM) 
Coa.bello et al., 1991 y 1993; Toder et al., 1991; Latif'i. et a1., 
1995). Sn e .......... el control. •• •imil.ar a .............. ya que 
una bacteria con detenninante• de vi.rul.encia no rel.acionadoa, ••t6n· 
aparent-nt• bajo el control. de un mecanismo regul.ador tlnico. Sl. 
cmaponent• de 1a aeftal. reoul.adora del regul.ón conatitui.do por J.aa& y 

!~fia~ :~do~l.ºc"::: ~.¿~IÑ>~n~~~=~:d~r~~~;:.~~r·~~t•:f~ dj9~~ 
... r•on et •l., 199•>· 

Se ha obaervado que direrent•• aci.l.HSL• pueden ••r 
producida.a por un •o1o oroani•ino (Gil.aon et al.., 19!it5). incl.u•o 

:!~:::n "';d;!~:ont;f•~te!i~~ºªra~~~o a::1'9a .. ªS.s•zs
1

~e'ci~•p~'!·•.9c9t).'tlt~ 
l .. intClll et el., 1992; Jonea et al., 1993; Zhang et al .• 1993; Pearaon 
et al •• 199• y 19951 Gil.aon et al.., 1995). En 91p•• .. •pe lo• pape1•• 
••pecL~icoa de la• acil.HSLa aial.adaa haata la ~echa. no han aido adn 
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cle~inidoa., aa1vo un reporte (Gray et al. . ., 1996). 

Lo• ••tudioa •n 1a rormación de nódu1o• rijador•• d• 
nitr6geno en la •imbioaia de .. ,,..,,., y planea• legwrtinoaaa aon W"a 
IM:llclel.o excelente para revelar con detal.1• laa COB'C)l.ejaa inter•ccion•• 
entre do• organiamoa (Lon~ et al ... 1993). La comunicación entre do• 
oroani..aa ae puede iniciar con l.a generación de aeftalea ll'I01ecu1are• 
qu,e pueden tener un miamo origen y de esta nwnera no i1111Porta •i 1• 
invaaividad de 1•• bacteria• ae real.iz• en c61u1aa vegeta1ea o 
-.i.i.ma1e• ..... aún el. ••t•do riaiol.ógico que predi.apone • l.•• bacteria• 
a eatablecer ••t• comunicación puede aer conaecuencia de ••ft•l•• 
previa• entre 1•• propia• bacteria• .. por 1o anterior anal.izaremoa un 
poco de ••to en l.• aiguiente parte de la introducción (1.7). 

1. 'J. - 81dtAL88 Z.VOLUC~ - LA llODULACZOll. 

Recientemente 01aaebrook et al.... ( 1993 > .. al aialar " 
caracteriaar un gene proveniente de • eeataega., ~ .. ob8ervaron que 
al .utagenisar eaee gen.. el deaarroll.o del. bacteroid• dentro del 
nódu1o ae bloquea (Long et al ... 1988). Esta mutante entra por lo• 
pelo• de la r•~• de la planta., • trav6a del hilo de ineecci6n. Sin 
~rgo., la• bacteri•• aenecen riillpidamente.. ante• de ~o~r lo• 
bacteroid••· La aecuencia de aainoiillcidoa de ._.... eu6 id•ntica en un &•• y aimilar en un 79• a la secuencia del producto .a... d• .....a.&.. 
:!t:~:::c~ec1e•o~••tr.t~~~:. i'!.•ft~:~~t!:~ :~e!bf!ltc:ª -~~r:~r:O •~ 
Cllcca17) (Lavifta et al ... 1986) el cual •• un inhibidor de la DllA 
giraaa.. 1o que augiri.6 que l.a ~unción del sana. •• la de runcionar e~ 
receptor de llccB17 • 

n .. ativaa .. ª 1 i.n~1~~!:~·~ ::ro~~i0onnttr: ... D=tó':en~:c~~ri;r.n:~::' 
patógeno• de hu.ano• y bacteria• de vida libre •• enconeró que 1•• 
e•peciea que tuvieron ho•ologia con e ate gen fueron 

¡:;~,~---···· ........... &a&..&•• f.!!!!\llt~······ ~·!~-~! efJ~:··'m\\\:..;;;•i-•¡;a.. •• • ''·-ees•:•• 
-.--aacA/sJ en una .i1-'lt T~7J'"J~ ~P!:~!~g~:u.i~'!'i-~· ~:: ::r:: 
proteinaa tienen papelea ai.ai.l.area en diveraoa ... dio ambiente• lo que 
11eva a preguntara•. ¿cu6l. es la conexión que exiat• en ••toa 
oroania.oa c.an div•r•o•? Algo en c~dn puede ••r la neceaidad de 
alguna• d• eataa bacteria• de invadir c•lulaa de difereneea tipo• y 
pra.over la petogenicidad de ••o• organismos. 

Pero ¿qu• metabol.i.to.. ••ft•.l o eatado .. tabólico de l.a 
bacteria en vida libre conduce a la ain*>ioaia o a la invaaividad cc:mo 
pat6genoa? Sata pregunta conduce a otra., ¿que •• la vida libre de 
a1gunaa bacteria•? ¿Son -.....&.a.. y .... .._,,,. bacteria• de vida libre .. 
ya que au medio ambiente natural. eatti en. ••trecho contacto con 
organiemoa eucarióticoa?. •• par eato ineereaante penaar que quia6 
exi•tan -=»l•culaa COlftUll••• poaibl .... nte de origen eucariótico, que 80ft 
detectada• por eatoa organia..:.a en •u• diveraoa medio• alllbieneea., 1•• 
cua1•• pueden aer utilizada• ce.no nutriente• o aeftalea indicativa• de 
au entorno. Loa organi.•mc>• (bacteri.aa) de •vida libre• neceai.tan 
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-.can&a.a• para detenninar edil.a. cuando y donde iniciar un c~J.ejo 
proce•o d• deaarrol.1o. tal. como .. ~•• ._ ......... formar eapor••· 
..aC.r•r ... r ••• ••tacionari•. diferenciar••· etc. (IColter et al .• 19931 
8iege1e et al .• 19921 Jtaia•r et al. .• 1993). 

1. 7. 1. - COllUllZCACZOll Z-llAC•LVLAa '11' ••a'Cnlb8 
~ZOCZllA9 .. p&sqb&ye. 

Aunque de .. nera general. la• toxina• no aon cl.aairicadaa 
~ aeftal.•• mo1ecul•r••. Se ha reportado une pequefta toxina de origen 
riaobiano que pertenece a una el••• de aeft•l.•• molecular••· la acil
hamo••rina J.actona (HSLaJ de la ramiJ.ia de mol4'cu1aa aecretadaa pcr 
l.•• c61u1a• J.aa cual•• activan la •.xpreaión genLca relacionada a 1a 
ca.unicaci.ón interceJ.ular en alta denaidad cel.ular CFuqua et al. •• 
199•>. Sac.a mo16cu1a .f"u4' identiricada coano N- (3-R-hidroxi-7-ci•
c.etradecanoiJ.>-L-HSL CSchripaemei et al. .• 1996) (Gray et al.._ 1996).Sn 
••t• ~J.C.J.mo reporte ae d-..:tatrd que el. crecimiento de 1a cepa 2•• de 

LltJ:'F.'.'ltt:·:_,~v y~· J~·:~.::;,r 1!"~~~~~~d:3r d:~er~~~1:r:~ 
:-'~~u~~r:~ P:~~c~~ S:~t:~:n::~~~:~:~ et;. •;,t&•-;¡:•c¡¡é.W,fªt 

:rmd;•• d:uai~~t;:::::, 1• y·~r.,e:i.S:.::!rv•~-:_ ~S:1:!:.~~U:· ~: !:8 b aes•ee •eee•ee••=• el cual. •• requiere para 1• expreaión de 

:i:.C-:i.~· .~Vi~~ª':.'!° .~:1:c"t~1.t'c1a.! !'"'So
1

s;.";.'f.~i:=.:n::1:fU.~br-===: 
de 1• cepa -..tant• derivada de J.a cepa :z•• que no produce e•t• pequefta 
::f~:!:i::aa~ ~iZ""J\\,-,:,'Y:Qu~~~:c~u:u:~~~~~~oJ.; :~~!~!d::rd:t~; 
N8L. iclentiricada tentativmnente como hexanoil-HSL (Schul.t•• et al •• 
1995t. •a •ee••swe puede producir al. .. noa doa tipo• de HSLa de 
la• cual•• no •• conoce •u runci6n. Qui••• 1a actividad tóxica de eata 
mol.4-cu1a tenga una reJ.ación con 1•• mol•culaa producida• par den•idad 
celular. A1ternativamente. una u.otr•. o amba• de ••t•• HSL• pueden 
••r autoregu.1ador•• involucrado• •n proceao• t•1•• cano la conjugación 
CWij~fellftAn et al. .• 19831 Schripaema et al.. 199•> y/o en 1• 

=~~:~~!P~~~ d::c::::t: ~o·~~bbi:trt!ó~~!::~>r.':ui~~:e:!fªo::r~: 
~. aat ccao d•J. .EbiJL. S•t• ólti-=> gene ~ mue•tra homoJ.ogta 
con ~ a:i.n ..taargo no •• pudo identificar un gen homó1ogo a J.M&I, 
(Cubo •C. al... 1992). L• prote.!na lthi •• caracter1.atica d• 
!t ~;~~~- bv. ylp•••. y no fu6 encontr•d• en 

::ti.01iiS~ji.h :· siff:U!'d." 1::1ºan!i'f:!:aa~n 1::tac•::• u:: 
prot9 ñA de 2• kD J.a cual. •• acumala en I'-• eac.acionaria en c6J.u.1.aa 
en vida libre pero no en bact•roidea. aiendo reguJ.ada por alta 
..._idad ceJ.uJ.ar. Dibb et al .• (198•>. ol:a•ervó que la protetna ~ •• 
-'• abundante en eu1tivo• real.iaado• en -.dio a61ido que en medio 
:¡~-ido. 
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Sl nitrógeno •• encuentra en fos.a abundante en 1• •t..S•f•r• ~ 
•• ••caao en el auelo. i.. fijación de n:l.trdgeno en la natural••• •• un 
proceao que •• r99Ul• aegún 1.a cantidad de nitrógeno que exiate en la 
~=!~~~~d~•r~:•t!:á d:.1c:,;16":n~EJ.~1':s~i~~·~ij~n or:t~~=~o ~· .:::: 
act.pt6ndoae • la diaponibilidad de ••t• mi.cronutriente. Dentro de ••t• 
contexto. la ai.lllbioaia •9'••Mlee-199u.inoaa puede ver•• ca.o la 
rel.acidn entre el medioaat>iente y do• organiamoa que a trav6a de 
intercambiar una aerie de ••ft•l•• regul.atoriaa y modif"icar au 
-t•boliamo. podrá contender con l.a .lilftitación de carbono y nitrógeno 
y con diferente• preaion•• externa• a laa que aon aujetaa en au medio 
...,iente. Al eatablecer•• dicha aimbioaia. •• fonna en laa ra~c•• de 
la planta. un órgano eapecia1izado. el n6du1o. en el que coexiaten 
c61ulaa direrenci•da• de 1• p1anta y bacteroidea. E• obvio que 1• 
rel.aci.dn aimbióti.c• no •• tota1 .. nte •l r••ul.tado de un progr
deterai.na.do aino que depende., por un lado de1 ••t•do nutricional de la 
pl•nt• y 1• bacteria en cuanto a aua requerimientos de carbono y 
nitrógeno y Por otro., • laa presione• ambiental.ea a l•• que ••tuvieron 
•ometiclaa 1•• bacteria• previa• al eatableci•iento de la •imbioaia., 
ca.o aon: pH(•) adveraoa .. eatréa oxidativo. aalino .. predador••• 
toxina• .. CQll'C>etenci• etc ... y laa aeftal•• molecul.area d•1 lllicroalllbiente 

?u!.i!:ª!nuy;.~ir~::::ce;:;t1~acti:n~0~n~r~~t':.;~ :te¡~· ~:r~~i~ 
proce•o aimbiótico tendr' diveraoa grado• de e~iciencia y en caaoa 
extr...aa podr~a detener••· 

•1 ••t:ado ... tab61ico de J.a planta y 1a bacteria genera un 
interc...,io ele aeftal.ea donde intervienen tranaaiaorea y receptor•• de 
ambo• organia.oa y que d•pendiendo de l•• condicione• de 1a 
rhi.adaeera.. puede conduci.r o no al eatabl.ciaiento de 1• aimbioai•. 

lloaotroa cr~• que la participación por parte de la bact:erJ.a 

::.:::~n~~v':'n~r'":d!:l:0~:n i:1~~i:::iln 'd: ~:r~:~o c~ºªc!::i:r:: 
:.:r~~c~:n~!t~~~!-~·~~6~61~ n.~t1:.S-.~i·:0ac~r.::t: :!°::.!rca!~3::i~: 
Mcteria por el carbono por lo que ea poaibl• conaiderar otro tipo de 
preaione• 8mbient•1•• que 1iai.tan •1 crecilaiento de 1• bacteri.a en 1• 
rlli.aóaf'era. ••n•a111110• que para •obrevivir en J.a tierra .. ~··s•r. 
entra en aá.mbi.o•&.• con 1a planta.. ol:Keniendo aclela6a un bener~.lo a 
eij•cidn bioi6gie• de nitróg.no. . 

...,J.ora.:,
1 .:n!fra:: •• quJ! ~~-~~j~:i..t.-:l~i~f!::!d~f n~~óg~:.i~ :!: 

•1 bu•car 1•• condi.ci.onea ~uera de 1a p1anta que reprocluaean loa 

=~= =:!t.!.!::, ":.b~1·:-::: ::CC:ª••" c::::::t:c::c:~!::!ª .::: 
prace•o •• rei•ci....., con i• ~i•ioiovt• en vicia iibre de i• boleteri• • 
.. &o contraata can 1• tenctenci.a actual en el •r.. Q\A9 inveat:i.ga J.a 
~i.jaci.da ele ni.tr6geno cau• •• princi.pal .. nt• en rel.aci.6n al. proceao 
•.U...i6tico .... ••t• proyecto de inve•tit•ci6n pretenct....• identi~ic•r 

:!:;:r:.crz:•=:.:1:~~11~c':ae dC::u:kTa''t!'Tec~:;i.• t~n:~ P~~~S:: 
•~i6tico. 
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Una de l.aa caracter1.stica• _.. pecul.iar•• de l.a bacteria 
durante 1a ineección ea l.a de poder util.i•ar •1 carbono que en eo._. 
de auccinato l.e proporciona l.• pl.anta. para ••r .. tabo1i•ado 
ericient~t• par• crecer y aumentar el número de bacteria•. A partir 
de 4ate evento. el. comportamiento de .. , • ..,,,. durante l.a •illlbioai• 
•• puede deacribir de u.na manera muy general. par 1• .xiatencia de tr•• 
proceao• .. taból.icoa eu.ndamental.ea. Sl. pri .. ro ea l.a induccidn de l.a 
diviaidn ee1u1ar d• 1a bacteria y dejar de pro1ieerar; el. aegunclo •• 
1• eij•ción d• nitrógeno en un Alftbiente m.icroaerof~l.ico; •1 t•rc•ro y 
~l.tima •1 interc.alllbio de carbono y nitrógeno entre .-.boa organi...,.. 

Sn euncidn a .lo anteri.or. un objet:i.vo centra.1 cau• he.o• 
peraeguido ha aido •1 buacar en .......... en aua•ncia de l.a pl.anta 

!::.~º=!,~~=:~o~e A~?r:.i9:ª::~m=:~~:d~~i~:!ª ~~ºi:8. TJ:::J:c:: 
aquel.l.a en que l.a bacteria disminuya au velocidad de crecimiento y 
deje de prol.iferar. tal. COllK:> l.o hace durante la aimbioaia. 

H..aa obaervado que al cultivar a ... , ..... en vida l.ibre. 
••t• organiamo pierde au capacidad para crecer deaputla de aer 
aubcultivado en .,..dio minizno. En eate proce•o a..a&J.&, auere un c...,io 
tanto fia:i.ol.dgico como morfol.ógico. Al anal.izar la eatructura ele la• 
bacteria• en •icrograeiaa obtenida• por •icro•cop'• electrónica •• 
obaerva l.a preaencia de bacter.iaa pleomórricaa parecida• a l.o• 
Mcteroidea con un a-.-nto de t.-.fto de haata 5 vece• m6a d• 1.o noEBlml. 

~-~:" i:::t,::: ::::;:::: C:-ar~r'::!l~•in~a~• J:O~!;;f.-:i~~ic~!:r;,to!; 
acumulado por d:i.veraaa bacteria• durante la limitación de oxigeno. 
carbono. nit.-6geno etc. Aai aia90 ae ha reportado que varia• eapeciea 
de ª9'eM•ee y •ge4ys9'••M•we aintetiaan y acuw.alan PH• en vida 
l..ibre c•cam et al .• 198&; ~l.ini et al .• 1989). Ad--6a. exiaten 
mll.t:.iplea reportea que d••criben l.a acumulación d• PH• durante 
ailllbio•i• con planta• leguai.noaaa (Gooclchil.d. D.J. 1977>. A peaar de 
l.o anterior •• deaconoce cu61 •• la «unción de l.a ainteaia y de la 
acU111Ulaci6n de ~•t• polimero •n .. lpplt•ye. tanto en vida 1ibre. como 
en ai81bioaia. Una de l.aa runcion•• que •• han propueato para explicar 
la preaencia de ••t• pol.ímero •• 1• de dar protección reapiratori• a 
la nitrogenaaa y tambitln proveer de energía para la fijación de 
nitrógeno CAnderaon et al .• 1ggo>. A P•••r de lo anterior. a nueatro 
parecer el.. papel «iaiol.dgico del PH• tanto en aimnbio•i• cOlhO en vida 
libre adn no ha aido clar ..... nte entendido. por ej...,10 a• aabe que 

:r::r::f:-:'T: t¡1·=q'u'?:"Lt:faum~f:r:::::~•.f:"!!::::: ~=8p~~~::~: 
requieren una gran cantidad de pader reductor. La obtención de una 
autante en la aint••i• de PHB ayudar6 en gran .. nera a conteatar 
alguna• pregunta• acerca d•l papel. d• la a~nteaia de ••t• po.limero. 
tanto en vicia 1ibr•. como en ailftbioaia. ya que el conauao de 
rocoaintato en J.• a~nteaia d•l polímero en aimbio•i•. podría ••r 
utj,1isado en l.a generación de energ~a para 1a fijac~ón de nitrógeno. 
Por 10 anterior un objetivo cencral d• eate proyecto ea aportar 
conocitaiencoa que no• ayuden a entender el papel de la acumul.ación de 
... en v•da libre y en •~lllbio•i•. Ade-6• de1 PHB. otro• producto• de 
eermentación aon taanbi4n generado• por a.as.u.. cepa cs3 cuando eue 
aubeultivada en Medio ltiniJnO (101) • Hemoa identiricado en el med.io, 
alfiJUftO• productoa de excreción cano •cidoa org6nico• y alftin°'cicoa que 



han •ido reportado• como promotor•• ele 1• agregación ce1u1ar. ain 
_..rgo •atoa aon eacaaoa en aobrenadantea de c61u1aa crecida• en ,.. 
aup1...ntado• con biotina o tiaanina. 

La• eapecie• de ••••·-••• eat4n bien adaptada• a vivir 
aicroaeróbic ... nte. al meno• durante 1• aimbioaia. ain embargo no ae 
ha exp1orado ai 6ataa tienen una capacidad natural par• calftbiar a un 
-tabol.iamo ~erawntativo camo ae puede obaerv•r en • •s•& por J.• 
acumu1acidn de al.ta• cantidad•• de PHB. Por ••to. ana1iaar..aa en 
diferente• eapecie• y cepa• de •e.&··-&we. la capaci.dad de ••ta 
~--i1i• de bacteri•• de dejar de crecer en IOI y J.aa aillli.1itudea que 
••te proceao pued• tener en laa di~erentea eapeciea y cepaa -eudJ.-.. 

Hemoa obaerv•do que •1 aubcultivar a •e.te••&•• en W 
aup1 ... ntado con .. tabolitoa ccxno biotina. tiaaaina o g1ut•mina. •1 
proceao anterior.ente deacrito de de~ar de crecer no ae preaenta. no 
i.91portando el. numero de vecea que •• aubcultive. Por J.o anterior.ea 
i111POrtante inveatigar a trav•• de qu6 mecaniamoa. enaimaa o vLaa 
.. tab61icaa eataa condiciones y eatoa auplementoa eatán manteniendo el 
creciai.ento de manera conti:nua en .... 

Sl ... tabo1iamo del nitróiaeno ae encuentra e•trech .... nte 

t:t;~:!:i!.~ C:n:Jo:-!n~!~~ ~:1ca;,~~r~enS:. '!:."t:rf: !:l'ti:t 
en 1a regu1acidn del. .. tabo1iamo de ••te el...,.nto Cllora et al .• 1990). 
sn re1aci6n al. intercambio de carbono y nitrógeno que 1• ocurre a 

X/."r':.::Z:• qu:1 p~!:!!!~!r u:a 
9

ac't\t\da:º e~.!:~~!n~o-;i~~::f:: 
•intetaaa %% COS%%) • vece• mayor • la obaervada en ,.. •uccinato
..anio. 1o cual. augiere la exiatencia del. ciclaje de J.a gl.utamina en 
.. ta bacteria (llora et al. .• 1993). Por otro J.ado exiaten evidMlcia• en :.=re:º'-::-:ª .t~. •t1·e.:s1,''~~ y1.-::t:r=r:· C1S-:t:t!1. !s';10!::; 
--~ciclo. Da ......... ha propueato que ••t• cic1•j• no •• euti1. 
ya que •• nec•••rio para un eeectivo rlujo de carbono que aoport• el 
creciaiento. 11:1 cicl.aje de glutamina en este hongo reaulta en la 
di•ipaci6n de energia que 1ibera al proce•o catalLtico de la riguro•• ::rot::t:n ut'n~.::f6ny d:u~;·~~::~: d~:'!:ua~~~~ ;•;!e~~: • .S::°u':.~1::1: !r 
crecw .. to (Hern6nclea •t al... 1990) . Sil ........... •e ha propueato 
que e•te ciclaje tiene un papel en 1• r99Ulación del e1ujo del carbono 
.,. la g1ico1i•i• (Plorea-8 .... niego et al •• 1993). Por 1o anterior y 
por nueatra• ob•ervacionea de que al •ubcultivar a &...a&&.&. en .. 
(•uccinato-gJ.utaaina> crece contLnuarnente. independientemente del 
ndmmro d• loa aubc:ultivoa. un objetivo de eat• proy.cto ru6 ana1iaar 
la po•ib1e mciatencia del. ciclaje de glut&lftina en ........ ,,.. aat como 

::C.f:~!c:c¡i~':aa!n 1 .. 1 P~t.-.~1ii;:":. d:.~:r::~~Jct'Jo ~:t:f:n:::•:t-: 
pesalt• a -.......&& crecer contLnu .... nte al aer aubcul.tivado. 

S1 eonociaiento que ae genere de eate proyecto 1o eonaider..aia 
eaenci•1 para entender el. proce•o ailftbidtico. A partir de ••to. •• 
podri6 diaellar • 1,.al~tar una aiabioaia -6• erectiva que aumente •1 
rend~ento de a .. i11a de cultivo• con planta• J.egwaino•••· lo que 
tendr~a repercuaionea en cuanto a au aplicación en uno d• loa 

:n 



probJ.-• centr•l•• en J.a agricultura. que •• J.a t'a1ta de nitrdaeno -. 
•1 aue10. 
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1 
""'' Clir¡o.1"1an1..,,t<1 

Jr' ,\f1<'rUltlo/<'!flol 1· PuruJ110/•'ffÍU· Fur,./1"'1 J,. ,V..clic-1110. U1111-rnirhul N•dfMlUI 
.4u1oi.w,.1u ,, .. ,\fol;ut•u, Citt·uiw lnrf'"riur. C11ulad l'11/l-rnitnno1. 

,\f.,un•Cin·.:.\fe.U<v 

R<!L"C'l\<'d Jtt 0..C..rntocr l<N.f Aa."C'('kd :!I 1111,.,...h 111<1;'1 

In 11erohic t>a..·1et1611. lhc 1ric-.ut10.,.·lic .ic1d (TCA) C>·dc fun~· 
'"- hl s,rnetiltc rcduccJ nudcotidn ~- 1~ L"ompldc uu.Ja
lion ol P.>TUv•lc. •hkh cmlcn 1hc ~k- in thc fnnn of .:cl)"I 
nwn.,-mc A (IK'C"l}"l-CnAJ. Thc n.-dtl('C'd nu.:ltttt~ are 1hcn 
UllC'd h• scnerillc A TP '1 .. thc clcctron lr•n!.pun •y<olcm. An
u1hcr m•jur fllrk'"lion U. In pn.tuce in1crmcdia1c .. t.1r 11n.,,,.•· 
llun. anJ ~crill anapleru1i.: tC611cliun11 i.cnc to rcplc:ni•h TCA 
cyclc lnlcnnrdlinc5 •hkh are .:onq1mc:d in 1hc:'-C' flruc.·c~_.. 
(.3;!). 

Thc ilCrumularmn uf 1he m1.:n•hi•l rc~f"\.c p.•l)c.°1'1.:r pul)··P· 
hydntt)but)·rntc j PHU) in h.actcrm I• ""cll do.-...·umcn1cd t l. h. 
4~1. 11• ¡., lhc: rrc .... ·m."C' ur PHB In ..:•crul "JICCI.:" uf Rlli;:<1'hi11••1. 
""••hin 1h.: rrc.·c "lalc: (·+.! • .U•) .. nJ In "')mtli•"'" (14. fll. 4MJ. 
"-"hile !.Cter .. 1 Jill"ercnt p.01h""01)" fnr 1he rrodu.:1iun uf Pfll:l in 
c.¡oriuu"' ¡n•uJ"" uf t>oo.:1cri:i h6"c h..-cn ch .. r.ucr.:riLo:d C 11. 1hc 
mu•I ""mmnn P•Uh"".1)" 11.:¡:in• •ith thc cunJ.:n...utmn uf t\O.U 
motft:'uh,•11 uf IK'Cl)f·C••A IU runn JCC:IUaC'Cl)l-CuA. Scquo:ntfol 
rcduetkm and pol)m .. ·nra1iun rcaclmn'I pruJuc:c PllD. Thiil. 
prod&K"I "ª" ti.: ~po.•l~c:ri.!cd 11nd ul1ima1.:I)· cunc.·crlcd h1tek 
h• 11,..cl)l·C••-' 1 F1g:. ! J. Likc thc TCA .. -,.-.:le, ca11"1on ffu'.ll 
1hru11.i,!h 1h1" p¡oth""a"· i<. ¡rcatl) mtlucnc.·eJ hy ¡:r•-lh cundo· 
don ... and 1hc .. ._. .. , .. ck" mu .. 1 "umpclC' fur a ..:••mmun .. 1ar1in1t 
mcla ... •llle • ..,.,·et)l·C•,A. tl•""C'ocr. lhc run.:11un ot PllH in "ell 
meraholitom In Rlli::uhl1m1 '1"-'cic:• h;1" n••I h..-cn d.:tined. 

S1udic11 ••I Rl1i::.>1>11u" ph)"•nlui;y h11~c t>c:cn Jitc<."tcd m11inl,_. 
10.ard!> unJeN01ndinJ,? huw lhi ... ur.i,!11ni .. m p .. rtlL"lp:;Ue' in ")m· 
hi•KÍ• •Uh lcgum1n••u .. pl.in1 ... hui linlc ¡ .. "'"""" aho111 h•,.., 
1hi" proi;c:.,, rc:late" In lhc flh)'"iului?) nf lr.:c.•-h\inµ Rhi;:.,fm<'" 

~C..~f&"<oponJ•ni: .. u1hor '-t•uhn(l .1JJr.-"· O.:p.u1.nn,•n1<• J., i:.-... 
1"0:' .. 'l.1,.1 •• ul . .r. ( .·nlr .. J,,- lnH"•ll¡: ..... on ...,,.,,,. 111.,., .. n J, '"'"11..-n". 
L nn~r.1J ,J ,,..,,.n.11 Au1urwm.1 Jo: :ri.t~·""°''· Ap.u1;oJ.1 1• .... 1 .. 1 :'>•1;'1-,,. 
("uo:"''"'"'"'· !1.1<11.:1,..._ "''"'"'" Phon.,· 1-.,111 .,¡,,,, .. F·"· 17.ll 17 :'ll'N 

org¡ani..n .. For in,.11mC'C.'. ir i"' kno""n lhat llru·~·rl11::.uffl11ni jo.1-
punil'Unr ba..:lcmi<b 611a:urnulin.: PHB durina: ")mhi<»i• •I lhc 
W&lne lime duu 1hcy fb: N::. (;!9) and 1hlli ta.;:tcruMH incuhaled 
in 1.- lcvcl• of O: Ciln u1U~ PHB a• • ""'""' uf cncr¡ry and 
re~i1.c pPWCr rur N: tha1ion (3). 11 ha••"'-• heen pr.....-cd 
lh•I PllR "c"um11latiun rum:lu•n" a!. a Mn .. fur rcduL·U•e p.,.e,. 
•nlf. hy 1'C'qu.: .. 1crm• r..-di&ccd nuclcu1~ 1dk~ 1hc: TCA .. ~. 
de 1u upcr.•IL" mk'ruacrobk:ull}· CZ9). Nc.-..·c:nhclcw.,. 11 i• nut 
kn.-n ir frcc·h~·mg Hlll:1""'1141" "f'C~icl. UJlllrale "'"' micrnlh:"l"l"
philic orµann•m" rh.11 are p¡trliull) cnJta~J in fc:rrncntation. 

Pt1C1o·N1ui<ly. •e rep.•neJ 1ha1 1h.: ll~lh uf Rl11:::uhmnr rtl1 CE 
3 ..,.,, 1mp.1irc:J "hc:n c:..-11 .. •c.•rc trarn.rcrr..-d fmm u rkh u> a 
m1nimal mo::c.lium tMMJ 11nc.I tlu11 1hi"' unhalanccd JllUWlh •a" 
ª"M>Ciulcd -.uh a formc:nlaliun-likc: me1ah<.1ll"m (l:?.J. ~·hc.•n 
othL"r "lrain,. ur "J"&:'-'IC:" ••I Jl/11.;rJ•m .. 1 •ere lc.,1..-d um.kr lhe 
"llme c•>n•li1,.1n ... 11 qu11h1ali•L"I)' .,;milar ~·n- ... ., .. fnund. In 
1h1 .. ""'"k. ""t: prc'<lnl lho: n? .. u1t .. ufph)""•k'llical .. 1uJie1onf lhi ... 
letmen1u11un-likc mL"lilh<•h .. m. ""h1L"l1 i• charac."f.,riu:-J hy 1hc 
C!lCTC'tton nr uri:.,11ic: 11nlf amino 11Cid. inln 1hc ntc"d1um .. nJ 
Pllfl "'""umul.iuun. lke<1u...., PlllL ª" u .. ;,.k lur tclluc1i,·e 
p.-.:r 14.1). ;., a r.:rmem .. li\c pruduc1 .. nd hecuu...., 1he ..-u:rc
tinn uf nrllani..: unlf 11mmu :ic:1ll .. ;,. u iJl~'lnnentL-J lc:r1DC'nl.i11vc 
''-"'JW.>n..C: 1n •11her h..ic:rcriu (.111. "e tclain tht: tc.-rm -te1mcn-
1.i1i\.c"' lo Jc"""rii...- th.: phc.·nomc.·~a Jc.-"4-rih..·J ht:rc. lfu•H-..cr. 
t>c:c.-uu...., Rl11;:ol•111111 "J1Ccie., are .. 1ro.:1 a.:tuh...,., lhc fc.-nnc:n1 .. 11•c 
r..-.. p.m"l!" •.: d..-.... -r1hc fur lh1 .. µcnu .. nH.,.1 pruh¡ohl~ J1lkl' 1n 
""'me rL""f'C'-'I" frnm 1h;11 c:'h1hn..-J h~·. fnr ..-umplc:. 1 ... :ul1a1ivc 
.011 .. ..-roh.: .. f ;\I ). Hh•::.•J""'" .. pc:c.·1c.-.. .,re ""'" ,,J.,r1ed In li\o: 
m1c:n1.1c.·ruphtlic.1ll) •. u 1..-.1 .. t duron~ ")mhu .. i ... ullhuu¡:h il h.1,. 
nt11 h&:'en c'.llplnrc:d "heth.:r th&:)" ""'""' thc: n.11ural ..... p+o.:11) h• 
enJ!.,llC tn u r ... rmc111Ull\L" m.:llthotli,m. :•" Jclin.:J ul .... c:. unJcr 
1, .... .,,~J!C:l1 .. -.•ruhlÍ•"" in •llrn. S1¡:1111ic.·.,n1I~. ".: "h•n• lh.11 lh.: 
""Pf1lc:men1 .. riun ul M~l ... uh L"n111puunlf., th~t :ill.:c.·1 .. ul,..ltilll.'" 
L"t>llCL"nlralonl1"' .,u¡J ur .:nn.m.: '"'-'ll\itt ....... uhin ur "º"lia~ 10 
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mtall'LTS 

..,_.~....,_~_..._R. ._.,u CE 3. Nhi.zu
...... _....- HUI • .-el~ trr;piri •uh,:ruup A (Hrain 
C'Fl'li 29'1) _, B (......_ CIAT WIN) .. 11ain., wc-rc- suh&:ul1h'a1c-d 
-.y 24 a. • MM bM.l:tl c:allureii. C"Ulllitinins :1uc-cina1e a• •h.: 
~~ __._...,_cflkwidc DA lhc n1lrusen !W•u1cc-. 
Tk ..,_. .. ir-.: ol" llC. ftll; CE 3 ~•Wd t.,.· half in thc- !tCCund 
.......-C. _, .-..a: no sn-th ua-unc-d in thc- lhird •uh
C-..C ( ..... ~). Tk Pliltel" lt.. n}; Mr•inJ. lcMcd tTidtk: l) 
---.... .......,.. F~. llC. rdi CE 3 maln1ain.:od lhi5 
- .-.era clfsn-tb .._. .e.:u11ul9d c-•·eiry I:! h. i.c .• with 
.._.. fftPUCd "'- ~lially .,._ina a!lla t4a1a no1 
~,......_~...._.ewcry.:!4h,ll.mr/il<>lllU~l111oppo!"d 

~-elle' fuunll ..ihntJtutt. _, tbe R 1rup1c-i .. ut.p:ruup B 
.....{CIATll99) ~ .......... In 1hc- flflh 11uheullure (Ta· 
lllk 1 -9 Ffa. :!B _, C). ••-r. 1hc- R trupic-t .. uhp:ruup A 
-...{CFN .:!99) ~ tb~h nu.:o hy only half 1n 1he 
.... ~ (F"fs. ~D). aftd chia nal.:o •••a• mamlained ln 
......... ~-- t ... ta - sht.-nJ. Ali of 1hc .;1ntin1r1 
~{T~ 1 )pew ~flJ Ksuhcul1ured in PY cumpk-ii; 
~- Ccll owUNHcy. dC"llC"rmmed - dC"llClit.....d in Mah:riaJJ. 
_,_ llC"dmdl. ._ nu1 ~ .tlen R. l'tii CE .3 wus; auhntl· __. ...... 

• ....._ Olf ~......._..-ti - dl•eren1 carhun "'"IUrt:._· .... 
......... ~ t~ '-ate and m.1li11c-I ... mino acid .. 
(~ ..... _._), purinc.. .,,.-ilnidine ... "'it11mm,. (c-.ccpl hl-
Ollill .... 1lliun.illl.'). n.rt:als. nmcr elcmc-ni... nnra1c-. or urea. In 
lbc MM lüoCd lu uat.:ullun.- lite ditfcrenl Rl11:ulmu•1 1o1ndn" 
pw: ~ .. nk clccn:_. ~ lu lhtHC n~n·c-d in MM 
~- ti-... :!). Thc unttailln&:.:d '1-"--lh uf RJ11:ofo11,,., 
~ ill MM .-a. DUI pofC"W'ntcd hy \ariauon" in pH. 1cm
~-~-~llbrily. ................................. ~ ........ -~ 
.,..-, ...... ~AH of lhc Rhi::ohmn1 1o1r11in" 
Mudkd-.:um"8a1C"dl PttB __.n 1~· •ere 1'.U<:ec""~·cJ~· 'uhc-td· 
....-.1cd ill MM. In cu1nfto1riw1111 wilh 1h.: mh.:r .. 1r111in., 1cs1ed. 
s.cniirK of lt rtlt (Tahk 1 ). whkh stuppcd ¡,:r•-·in¡? illlcr lhL· 
iilft!!I.-' ..,t.nd1urc. ateeumut.IC"d hi111h.:or lc-.. cl .. ~•f PH B af1er 
~ ...tacu11ure (Fia- 1 J. FUI' thc IV,,;:ohmm Mrain. 1'.IUdicd. a 
din:'c1 QWT'rbu:ion be~n thr unhlelan..:cd ¡?1uw1h m 1ouhw· 
...-=ar ~urcs In MM ...t lfl.: .. ccumulaliun uf PltB •11-. 
~~ tFia- ~J. 11 ta.. hccn rcp.»nc-d thilt Rl1i:.1,/Jm1" 1rif<'111 
dues •n sn- in amrnon1um ur nilr.ue aflcr he1n¡t pre,iuu .. ly 
~ in MM a-.nta.inini: c-ithc-r uf lhc-.c .:-ump..mnd• ª" a ni· 
1rup:n • .,n:'C" (."\.I). 11~--er. no Jala rc11•11din~ PHH accun1u
t.t•J11 in thP> ~raÑI ar .. • ...,ailahk . 

In ._ .... _,_1 h• u1her t>.ncri• wht.ch ....:.:umul111c PHB ~•ni)· 
when llft•lh •"e-" {3$ • .a:!), Rlrt:1~><11m Uft-?.tlli"'m"' •u.:.:untu· 
lalcd lhtt. puly¡ner dur1np: 11r~-1h in 1hc lit-.1 un,l "'-'<.:t•mJ .. uto. 
ieul1ur...., tl'ilt- :! and dota.a n<11 ,.ht .. n). Thi-. uniquc p.111crn u( 
Pft:B ..n.-urnula11iun uoxurrcd '-°'C'n •hcu ,.ut...-ul1ur.:o.,. ""'er.: 
-C rl'-~· I~ h fnwn cllp.tnC"nludly ¡?ft,..1ng \.·cJI,.. Thc ........ u. 
-a.tllUn •" PHB...,. aho.•ubtiched in ekclrlln m1cru11-n1ph-.11f 
lile Rlii::ul,.1111'1 ~..,,, 1.11.MJied. and a J""'lli\ .. • .;urrch11iun 1 ..... 
--.:en .. ~Uu.t..r PHH cunlcnl. rnca.,urcd d1cnnL""ll>- unJ lhL' 
~~ufcn1"9C'Clkdarsranui.:..wa1' fuum.I td111" nut "huwn) . 



FE•MENTATIVE AND AEaoBIC META90t.JSM IN 11. CTLJ 

When bk>tin. lhi•minc (Fia- ~). _. fulaanlc and maa.1c (no.: 
..._,.)wcrc llddcd 10 MM aal•urc-ol R. nNCE~.~h
optimal durina Mabculturina and PHB - llOt ~u .. tcd. .._.__......R. rrll l."E 3 cuil~ sn--n ia MM for l-' h 
wi1h or •·ith.,ut biulln •ere pwe• • 30-man pul.e of 1' ~puc. 
cin.tc. and the ndiu.aNitv i~cd iall> PHB •as. me.. 
"urC'd. ThC' amoun1 of PHB

0 

~ - l().fold hletter in the 
•htoen<:C' uf blotin. but 1hc ~ ntdiuKIMty (cuunn. prr 
mlnulC' rcr milliarum uf PHB) ini:cwp•akd into ntB ••t. only 
-' 1 ~ uf lh4'1 fuund in lhc pt"C'9lliin1:c uf bkMin. ""'hcn a ;\l:l·m1n 
pul<oe ""'"" ¡~·C'n lu culturct. sru-n tor onfy 7 h. thc "f'C'Cillk: 
radklKINlly in PHB waoi. only t.ll¡thtly hif.hcr wilh hiolin ~ 
plcmcnl•1ion lhan wilhout 11. The tcw.ln. o( lhcM: cqierlmcnt!I. 
1ndiC'•IC' 1h1:11 PUB ¡ .. 1umtna tl'ltCI' in-en undcr ~ndit'°"" in 
•hic_h th1,. pnl~m.,r ¡, 001 aa:umula1cd. -.uch ª"in 1hc pr.,w:nce 
ofhmun. 

1:8M1sca ........ ........_ .......... -~ 
_.... .. ....._ 1kc11u....: R. rtl1 CE ~ -i R. tnrpfri CFN ~ havc 
"'ery di•ercnl ph.:nutyp:r. •hcn <.Uhcul1u1cd In MM C Fi~. :!A 
•mi DI. the IC'cl" uf \-.rtuu .. eruyrnc ...th·i11c .. in thc...: "°'' 
Mr..1n., •.:re delerm~ncd 11nd are ..fM-n in T11hlc :?:. Whh resard 
In 1hc eth~ct of h1nun "'Uppk1T1Cn1a1k"' '"' en6Y"'c •cth<iOe .. in 
"'lrain CE ·'· four iic:n"t,.I eaic.-tc. uf n:-ri.•n"'c:'' wcrc: ... 
ocl"'ed: (i) .:~e: ac11,¡1~ •hid'I •ere nut .,¡anitlcantly ,.f. 
fcacd by htoun 'Uf'PlcnM:n1a1iun in •ny ""'hcullurc (ACC. 
NAl>P" ·Mt.. and NAD··ME. PEPC. a~ PYKJ: (ii} C'niymc-. 
•h"~ ncti,iuc: .... o:,e n111 11tlo:C1cd ~- hnoun .. upplo:mcnl4'11•>n in 
thc fu..,t •ulxuhu10: 1>111 •h1ch •.:re m<1in1aincd .... 11h t>intm 
'Upplc:mc:ntatiun, 111 a "'11,nitic;mndy hisfwr lc:vc-1 uf activity in 1hc 

~e.~\ fº ~I 

~~1~\ 
~L...t·met·' : ~o·m·(") - , r 

i ~ 
1234~ t:Z3•~ 

of •ubc .. ltu•e• No. ol subeullur•• 

.nvnd andlor lhird s.ubcultures (CS. IOH. MDH. C>DH. Uld 
PDH): (iii) cnzyme actMtW.whidlwc-rc ~ ekvatcd 
in biolin-cont•lnina cuhurca '- .- .,.. .-1 ~· wh
cul1u~ lPYC and PCK): and (hr) thc cftl)'MC ..,..._ actlwit)' 
•- ,...,.._n•ially dccrca11ed Cft'CI" tM- COlll'le of 1Uhcuhllrin9 ia 
MM contahlina bk>1in (K.T). 

Eruymc acuvl1ic11 in stirmin CFN ~ -ft! not •~cd hy 
biolin 11.Upplc:mcn1a1lon. witb lllc C1ICC"Jlllkll'I of KT. ,..._ •· 
l._,ity incrc:.--d In thc ¡.-csna: uf htolin in thc firM -S ICcund 
~1h1rcs. Scvcr•I C'nJ"Yft'C .ctlvitict.-rc ......_.....,. ftiahcr 

~CZ-1!~~~~~..3.~~.::m~:...~:t 
~~-;:_-:¡:~~di= .!:x":n~~ .:.::=e"..':.k'wi'-;,'} 
"*rain CE 3 cul1urc' cau!'Cd an a1~tcly fh-.:· 1u ntnefnkl 
inc:Te- in 1hc ac1i,·i1y of thc: crvymc. PYll •- tbc only en. 
2)"mC mca .. urcd wh05C IM:llivity - l•-r in CFN ~ than in 
CI~ .). 

Table 3 rn.-..c:n1 .. a cumrarftnn uf..._. hitMin and lhlaminc 
.. upp1cmcn1atiun uf .. 1rain CE 3 cultu~ a•ccb thc -=tMI~ uf 
enzymcr. .... hiC:h rc¡¡uirc nnc uf lhc-.c ....pp&cmcn1" ª"'a cuf.ctor. 
Curnpar.:d w1th nun .. upplcmcnted .. -u1tu1C""- hio1in ""'pplcmc:n-
1111iun im:n::11~d rvc a..:li\llly four· lo .Ufukl. •hile lhUiminc 
..upp&cmcn••tion ,.,...ul1cd In nnly a twufold in.;rcrr..r tTabac: J). 
In 1hi1'.mine·,urpto:mcn1ed cuUun..- PUH .:tirity ••t. 1M1ly 
!Jiahtly incrc11<.rd anoJ ODH actMI) - fuurfuld lliahc:r in lhc 
11,..1 .. ut..:ulturo:. hut thc-..: ...:tnilie"o ""'"""" m.ainlain<.•d 111 lhi' 
lni:ro:u"'c:'d 1.:,.:1 Jurini; 1ho: ....: ..... ,noJ und lhird 'u"""--ul1ur""- In 
D<•n .. uPf>lcmcntcd culture... t~ .,INilic' wcrc uno.ktcc111hl~· 
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aher 1he fint w.uf>cuhure (T<ahle!i ~ and 3). Bf.11in M&J>rlemcn· 
tad .. ,.. al!W.l moiinl<ainc-d lhC' ilct11:itie'§ or rhnc- cnzymC"i ru1a.-·in¡: 
t~ 81'$1 ...it...-ul1ure (T;:ibl~ ~ omd 3). al1houah 1h.:- lncl .. nr 
a.."tk.il) .,ere Ji:~• rh .. n I~ in 1h~1ine·~ppl.:men1ed ~•· 
Ul~(T.,,t>leJI. 

a:..,..._..hk,_6- •. dlltt.I._...~._ MM 
.................... ,...._..., ............. TI1e d111la PfL""'"'"'"'d 
in Tahle -'""°"' 1h.u lhe en7'o"lfte'll('li>.i1irs mo..11dl"L"C"1ed in c.:11 .. 
sn-n in lhL" prc~ncc- t•I malouc- and fum-.ra1c ">L"IC PDft amJ 
PYC 1minimum lnctc-aw .. nf .;!_'l. und 3-íuld. ,......pec-liicl)"I. En· 
.zyn1C'• ,.hc-ini: <a 1 .. -.... pronnunced inc-rca"'C.' nr m111n1<::na!K'.c uf 
acti>. ir,.· durins 1he C't.>U~ nf ,.ut>i;ulturint? ..... ,e MOll am..I 
NAO 0 ·'."l.IE. Ft:M 1TaMe 41 isnd JlrOA.DP" ·ME ldai.t 11<•1 '>h<.,.n¡ 
~h~ed nc• .,¡¡m1tit: • .m1 '"'"rcu-.e in 1he pre-.c-no;c ur 1hc::..._, .. upple
mc-n1 ... h "'h••uld ...., n<llcd that h•r "ºme:: o•( 1hc:: cnl'}m .. -.. lnr 
whio;h .... , .. are prc-,....n1cd in Tahk:-" :? 1hr<1u¡::h .a. ">uh!.1.intial 
\.ari-11i<.•n" in ao;1iii1io:"'O •ere- ... ,mcumc"' r .. und hcl">eL"n .,,,,,.,,.. 
menh ..... nurcd f'""' ic1tl'I_\· í<lt haieh c-ullur..·'> ur Hht~•'ht'"" 
1..,_-u,,,,no...,n1111 (l.ll .. .,,,.. .. .,, ... ,, 1hcrc '"a d11JcrcnL·c h..-rw .. •cn 
T.iahlo:"'O .:! and .a and Tahlc J."'"'-""' lhe ~mplin¡:: ">;i .. tl1•nc- '" r.:: 
.. nd 111 h. tC'""'f>CC"ll\cl). Thc aencr.11 trcn..i .. m en.,,.·m.: :o<·ui·ny 
chJn¡,: ..... rcpnrlcd 11h<"'c- h;al-c h<:en c"t•M'>i'>1en1 ftum e•p.:-11111cn1 
10 "'"f'C'nmc::nr. a:.n.t-. ., ......... ..,. ,... _,_ ....... In addi11on 111 
PHB. olhc::r rcrmcn1;.i1K•n pn..Juc:t'> •e-re "'""' pnl<Juccd ti,.· R. 
nli CE .l "h .. ·n il ~;1 ... ~n'"" in \t~f. Clr¡::.,11ic a<"•<f., "'U"h ª" 
.: ... ,,.~1u1.1r.11.,·. m.d.11 .. •• lum.ir.ih:. 1.i<.·lah:: •• 1nd ')"·h.Hlr"'>hll· 
1)-TalL" .,...,,.,. ..,,. .. .,e1cd inru 1hc m ... J1um (Tahle ~1- In .. ·unrris .. 1. 

wrhC'n biotin ur 1hiamine ..... ,. •ddcd 10 1hc:: MM. rnu.1 or rite 
nrit1mic- ackk. al1m...ugh prC'llenl in rhc c-ullurc medimn ar 10 h. 
•ere c-un"""rncd f>y :?4 11 in the ~ Ml!>cuhutC'. wirh 1hc 
C"ll<.~J>fion u( p)TU\"BIC' (Tahle 5). 

Glu1ama1e 11nd. lo a ,..._, e.-1c-n1. alulinc •1"rc ah.u ~1ed 
~-R. r1/1 CE .l. Al 1hc end of lhe ...,....._.¡ ~llurc 1n MM. thC' 
cun .. ~ntn11.ion .. oí1hL"">.C"" aminuucict..in rhc rncdium •ctc' hia;hly 
C'lcv111ed. Thc C'<Crclinn ur th~ ami11<> acid'> w;1,. dra•rk..lly 
rcducc::d ln lhc pn.-.....n.....,. .-.r hi<11in or 1h1ammc (T .. hlc 5). 11 
'>hould he- nu1cd 1h.a1 neilher 1hc utpfllc AIC"kh nur rhc ami11<• 
~id' \\crc ..a;umul.ucd inirao;cllul.orfy (dlola 11<>1 .. i.o...·n >. 
F.-..n-60_.~ ... ---, ........... .,~ ...... 

C'k-•.11 ha"' hectt rL·por1cJ 1h.11 o. <.''1nc-cnrr-... 1K>n rc~ufa1c .. PHU 
accumulal111n in n1hcr ~ ... ·1er1a ( IK. 42). PHll prn.Juc:tton hy R. 
rtli CE 3 ""ª"' inlluencc-J h)· O~ '"''"'--cn1.-..11u11. attd PUB •·w. 
UL-cumufaled In d11fcren1 k~cl .. durln¡:: ~n-th in ali ur rho: o! 
e•"1'-'L"1111dliun" l'>~l<.•d. Whcn lhc O~ .. -.1nc:en11.11iun wa .......... 
c·re<1-.cd rrum 1111 ro ~r;. ,.,_,fhll.or Ptltt <.""Unl1:111 ,.,..·re.a ..... tl frum 
fl.f:<; 1<1 lt.75 m~mi: t•I rr.1lcir1. re..,...·C"llL'>•ly. ,..,._,,- lhc ClOU.-..C:: ul 
2 h. R. •"lit CE .1 <.-.111 .. umcJ •1 ~re.il dc::al or J¡.,.,.,1,-cd O~ durin¡: 
1he tir..1 12 h ur llru .. 1h. and unly h)· .... ,.,.r~mi: o, tu 1ho: 
cul1ur.: .. -.u .. il pn .... 1hlc In n1"in1.lin u d1.._..,,¡,._.c1.o_. cunc-.:nlr;1· 
lum hcr .... c .. ·n I~ amJ .::5~;. l:11d .. ·r 1h .. -.. .. -..ndiunn .... H.. .-111 c-t! ."l 
"'"' ... 1hle 10 ¡:ru .. "'di 1n thL" ....... -.md ;snd 1h11d .. u1-.·ullun .... .,nJ 
l'Jfll u.:c-umulaliun "'•'' l!''-ºUll~· rcdu~d (Fii: .. ~). 

Plffl •ILTUmt1l:U1t1n in lh,· HIU;•o/'lltlft .. 1r;:1i11" '"lll•Jic.J ·''"'' 
'·nicJ •'" •' rc .. ull ul J11J..:re11..,.,-.. m ()_ ... -.1n .. un1p1t .. n .i11J t!r•-lh 
rn1c. In lhc linr '>Uho:ulrure. R. 0·1/1 et: ."l h,.d 1he h1p.t1 .. -..r ¡?rc-·rh 
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rale and di:pktcd O,. fn>m thc mcUlum mure rupidly lh4n R. 
~ IU.::!J. und it •hn .ccumuhUcd mure PHll. C••n\·cncty. 
R. uvpiri CFN ~..._. a1 lhc h1"'~l ralo:. 1..'"0n .. um.:d t-·lhird 
11• mudt O.?- and "-1 • k-r a..."CUmulallnn uf PHB (dat• nu1 ..._.,. 

Whcn lhc .. um .... nl ft-...:ulum u-J 10 ini1iuh: P,,U\,f cullurL""1iUC 
R. nli CE 3 (Fis- ~) - dihucd uppru,imutcly 16-fuld (lu 
p.tv.:- 11 1t... .. orc1k"ul ini•i•d .. ,.llUI"\:" .. ~11 Jcn,ity ur u.111.1 00,..., 
unii.J. O~ <."tmMlmplk"' ... ...,. drao.1k:ull)" ro:duco:d durilliJ; sr•-111 
and 1hc ..crain ~ uplim•lly (IU u <.-Cll dt:n,uy ur apprmLi· 
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m•tclyU.IUOD,. ... , unir• in 11 h t'C'Corc lrnnafer). PHBwwo not 
un.""Umulu1cd durint1 lhi' im:ut-.uiun limc. ~n a1rtcr cif.hl .. ut-
<.""Ullurc.-.. und P"ll'C. PDH. anJ ODH acli,iUC'"' •ero: ... ;milar h• 
•""-" ruund \loho:n "uppfcmcn1 .... uch ª"' 1hiaminc -..L•rc uJJcd tu 
MM culruro:• "1ur1o:d 1u 1h .. • "land.11J lnt-...:ulum dcn,,.1!< (d.11;1 
nul Mit-n). Funho:rrnoro:. "hcn ur1cr ci#hl -.uhil:ulrnrc .. inili• 
alcd •i•h lt- inu.:ulum d.:n .. ilie>& 1hc cel"- ~re "Ul>o:uflurcd .11 
a hillh in1~ulum Jo:n .. i1y. lhL• rc .. pt•n ..... ""'"" 1hc ... llflL" ;1 .. 1h.u 
p.-c.cn1cJ m Fiar. • .:.A m rc¡;urd 1u •r•-lh "nd PflH acc11mul.1· 
1ion. 11 .. huuld he nntcd 1h1U 111ruin CE 3 a•mrk1c~ "'rf''•"i-
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....,_ ... :::.:. .. ~ == ~ ~ ~ .. _ 
'2 s M "' .. - '2 ,. '7 " ........ 7 :t:: " .. ..... .... .. .. :i n " .. 
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..... -"'" ....... -af~!'OlA.-_......,-*1orcto:d. 

-•el)' thc same nutnber ~ scncrat"- in :!" h durift9 •• ""' 
MM ...-U11ure rcp~ uf..twther thc: cu11ure is mtMWd at 
• hish or 1ow inilial a:ll dcnaity. 

Whcn 11. nll CE l ta s.r..Ully Mlhl:Mhurcd 1n MM, a fenncn· 
talM f'C!lpUnac (Ce tbc in1rudaao:cion) is induc:cd and i• c:ll.ar
actcrlud h)• (i} a decrcPC in thc ai:ttvitlc-s of wcveral TCA cyctc
or uuiUlt.ry c~r;., (ii) thc •)'fUhcU• and ~mulalk•n of 
PHB. (iil) 1hc c11C:re1iun º' •wpak: -=ids and aminu ~ "'nd 
(iv} a rcducdon In p..wnh n.1c in cach su.haalture. 

of = ... ~~~~,1:1~1~':.:'~"::'0:0.:~::~n::.i..:d°:"~ 
irelativcly hlsh concentmtiun ltoJ spa,Pn11. or to)'" •lardn~ cul· 
'"~••a I•- a:ll dcnsity) f'""'"rnted 1tt.:- fcnncntalive' tt'!Op.•n~· 
and alk--.:d 11n acn>hic nac1ahnlb.fn 10 he mainlaincd. 

Thc IK'li,·itio.,. of "'"" ... <lf' 1hc TCA o;:yclc "' au,.iliary cruyrn .. .,. 
mea,.urcd in str-..in CE .:i 11.Uho.-ulnared in ~tM ......_.lincd (CS. 
1DH. 1tnd MDHJ or di,...ppcarc.J tPCK.. PDH. 1tnd Ol>fO hy 
1hc 1hinl M1hcul1urc. when culture .,._..h _.., .... -..crcly rc
r.arictcd (Fi¡;. :!A and Table :!J. Tho.-.c rc..ultfi indtca1c thail MMnC 
TCA <.')'Ch: <1C1~1ty ¡,. imp..ircd undcr th<.-...c condillons. On th..
uthc:r h11nJ. lhc uc1i\ilu:., ol P\•K. PEPC. omd thc MFJo (T>ihk 
.:!} diJ nu1 Jcc1 0:11....: dutini,! suheullurinJ,?. 

In t»oun-,upplcmo:nto:d MM. filfllin CE ;\ ¡:ro.""llV •ell anJ Jkt 
nol .a:umul:uc ""h<.lan1ia.I amounlfi nf PHB durins suhcul1ur
ins 1Fig. :\B). In 11dd11ion. 1hc 11Ctiv11io..,. uf 1he ·rcA .. -,....:10: 
o:n~m .. -.. ,..,,e 11mint01inc:d and Kl. ""''""ily w11 .. ro:..iu .. -...d in ,-om· 
.,..,. ..... n wilh lhe ...:ti\ill""' in ceu,. p:u-n in ""'"""ppkmo:ntc<I 
mcdium. In l•i••lin-..uwlo:men1<.-J <.-utturc.._ l'\·c a..·1i\i1~· '"'"' 
'uhst11111i:ally irn..·rca .... -J 1n ull <.Uho.-ul1urc ... Thi., cnl')m<.• rc11uir .. • .. 
a hiut1n rn,..tho:tic ¡!ruup f•1J 11~a.:1h·it)' 1.:!tll und ·•rro.·.1r. I•• ho.· 
..... 1cct~I~ alfo:<."tcd h)' t>101in. "ne.: the ao:tt'·it}" uf At.<-c.·. anulhct 
hiutin·rc~ui1inll- cnrytn<.º. '"''H'i 11'•1 .. 1.:nitkanll)• ull<.ºt1.•d I'!'" looun 
-..upplcmo:111o11iun tT .. hlc ;:!). \\'hilo: PYC ,,. nol nnrnmlh ... -·n· 
tial lur 1ho: .:n-•h ut to.ac1cri.1 un ....,.. .. ,:imno: {.&I J. il ¡ .... 111 ., ... 
runant ano1ph:rn1ic cn~nu: in .. umc ...,.._. ... ¡,...., (S. 17). 1110: "•J.\· 
mtK.-.in11) hi¡:lu:r rvc.- a.:11 ... 11:- , ........... m in ...... u .. µr ...... n ""'''" l•k•llll 
cuuld .. urrly mure O:Hthnn. ira thc ínrn1 uf "'·ll<>.o..·0:1.01 .. •. '" 1h1.· 
TCA <.~cl1.• un•I <111•- 11 In 1.·uminuo.· n1...-r.111nc ••lh•·wnll• 
Higho:t 1 ........ 1 .. ul "'-11<>.;oo....,lalc. 1h1.• .. uh-.1n110: h•t l"L"~ 111.1\ 1-.., 
n:"'>f"l'""''hlo: h>r m:unl'lin•nt.: lhc .o.:tn:oly "' un .. c11,,.111c in h1· 

TA.llLE 4. EIUJnk' ..:ltw•I- In llt .. ,,, CE l durina ...-...11urin¡: in 
MM In 1ho: rn,,,...ncc nr ah.en.:.: ur rumarat.c •nd maa.1e-
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• F- ........,.,,,.,.,.. i• ,..., rwcw,_ ~r "'....,...,,•...S......, .... l(lll.fuMt ~-.-.,,... 

::::S':!:-~;:,:-: ~~::.~:.~~ :-.::-.:.."'" NICt -.rolWcd. and 
.. _..,..., .... ~ .,,.,,_.. = .., • ....,11 .,..,..,.,_ '"' dotpl.., .. 1., ,.,.,,,.,.,... .. r cao:h 

""''°'""'n' """'~N '"' 1~ lo.,...,ª"' ..-.pt.,._.,.I _na ... ._...,._.,,,... ....... , r ........ J 
pcr moautc !'<'•mm-. ..... .., ron••c"'• cvcro - f-'I.: ....... i...-n ... ~ •• 
m..._ on A:.: P""• ,.._ P""' ,.,,.....,.m "' """"'"'" :«..\ • ..., ..:11•.,I) ...,.C'Clcd 

• Dupl"""'" ""l"""'" """'" 1ndo<porwkn1i, 1no ..... t.o1 .. J anJ """'n'"'"°'J In tlw ==-:.:.;~=.:: 1 mM l11n••ot••e And 1 m'I """"'"·.o• ~""J >11 

lltin·•upplcmcn1cJ 1:ulrnrc ... PCK. \11.hkh o:a11&l~·1c .. 1hc t\r.-1 .. 1cp 
nf 9f.lucono:n¡&o:no:,.j ... Ífi c-cn1ial for thc ~n-.. h uf Rlri:ol>11mr 
!lo~dC!\ in su~-clnatc: (.:!). t;ven thuu¡ch hir.h l.:n:I"' of !\.tDll 
ao:tndry are pro:!lenl in Rlm:uhlwu lofl'Ccl .. •!!o { 11. 3KJ (Tahlc-. .:! und 
·O. M>me hacto:ti<1 rc~uire l'YC a<."1i'-'ily In P"'"""ide n..aloaco:1u1e 
in "l.!....,,lrate um••un1,. fur ..-i1r<1tc 1111d phu,.ph ... cmd~ru'-itle .. ~n· 
tho: ...... Who:n ~tott ;md r'\·c .. , ... hnth 1""~111. !'o.tDll ·~ 
1huuaht tu funcliun m11inl~ in p.cno:rulin}! cnc:r~·y •ia thc TCA 
"'°dc(l'O. 

In "-IM "'urrlcm.:nrcd •ilh thian11ne. ,.1rai11 C"'E ~ ntuiniaino:J 
hi~h lo.-..cl" uf POH :111J OOH u1."1i,·i1ie!O. JurintE ,.uho:uhutin¡:.. 
e.: .. -.m...: PDll ;md <>Dtl rcquirc 1hi01minc PP, r,,. .. ..-1l\ ity (~::t. 
thcy m")" i...: ''"'" •" lho: .. ilefi ;11 •lnch lhiaminc. thc rrccunw." 
ur lhi" L""mfll•und. ,,.. ... r1 .. il,. cno: .. ·1 nn ¡¡:n-·1h. In addi1iun. PYC 
.10:11'11!> ""·'" oil"'" ... 1unul.1l1.•J I~ thmmon., hui 1u ;.i ...... .....,, c..io:nl 
1hm1 m tho: rro:..:-n .. ·c of h101i11. Cun\encl~. PDH ;mJ 0011 
...:11\ i11._.,. _.,..,,.. al .... • rtlolmlmncd 11With t>iutin M1J'plo:mcn1auun. 
hui thc a..."11\11i ..... 1>h!oc"-cd ""'"llh lht" .. upplcrncnt '°'C'TI! 1 .. -._., 
1h;.in 111 ....... uhlaincd ""'ilh thiuminc. Wo: cuns.lder th"-.c "'h..• 
..._ . ._,,.,J.a"' n1c1.tht•lk .. ·tt .. •0:1 ... 

Surrlcmcn1;111un or "''M cul1u~uf,.1ndn CE;\ ""'ith fumn· 
TóOIC .anJ nml.11 .. • .,uh<.1a111iall~ mo.-rt.'.'a.,...d lh<.• uo:ll\alio:" ..... POll 
.uut l'Y<."tTilhlo: .&I .111d.ul<1ntl ""'ilh 1hc "lighl ino:ro: ....... in l\tDll 
.1.:11• it:i-· .. ""-c.-.. .. ·d. 1n.1~ .. u.- 1he ~·nn1i11ucd urcn1lh•ll uf 1h1.· 
TCA <.~dc 11nJ ~1u .. ·n11cu~o:nc .. i ... ª"' dl"4:u-..-d .. 1 ......... In adJi· 

~.:·,·.~';.,~~ .. · ... ::~;~ .. ·~~: •• ~~ .. -~~::;:. ~-,~~:.!." ;:E .. ~:!..1~~,r~·~~: ... ,~~'!;!.· 
.1utl 1'1.,11. Smnlar clf._.,., .. '"' ""')m1.• ó1Cli,i11c .. "crc h•und 

::.~:~·:.~~~~·~ .. :J .. ;f:~.:.~-~~1i~1~1¡~!.:i~~":'h'.:~·~:~!~-1.11p~~:'c:i~¡"~·:.ro~¡ 
:~:.·,:_·,-:._'¡;~:~~:f ... ~~'.·.i=~~;;::;,1~,~~fi~~ ... ~1~·.:'·.·~~~:~ ::~ ~::1'i:~:~·~ S.~~: 
""'"'""'<.ni. 

Au i111p .. r1.m1 1.·unopo.•n .. ·111 .. f lhc r...rmcntoni•c r.. .... J'<.•n,.c "o: 
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'° ... JO.$ ,. ._, 
~= MMpliu.ha>fin 'º -"-~ 

4~ ~.~ ND 
MMpl-1h....,mi""" .1.1 

NO SD 

ohM:,.cd ~a.o 1hc S)'ftl~ and M-c:umul•1tun uf PHB . .,.Mch 
mil)· fun..."t1nn u a e.rhon rc11Cnoir and ..- • Mnk for rcduclive 
~-cr. The ut1Jiz411Uon of carflun omd NAO( PJH fo.- PHB syn
lh•UI"' may J'l"C'"Clll a ~k- inhihiuon of sc\·cral cnzymcs ur 
lhc TCA <:yc&c (11. IK. .:!'ti. 30). Snicl .... ,.Jbc,. "'uch •' RJ11:;:o
hi1m1 Af'C'CW.. m.:1y he ahk lo mairua111 • runclJonal TCA <:yclc 
~en undcr 1hc U11ysen·llmltcd condJ1ions rcquircd fur !?"flhi· 
DIÍC ?\O~ thalton. 

In ronu11t.1 lt> R. nl1 CE 3. R.. tnyrici CFN ~ m•inlainrd 
hiah ~"'·i1lc .. uf lhc cnqmc• wilhin ur aaillary lo 1hc TCA 

.A ,._._-, 

~/ ~: 
• • ..... 1 

-~~=-·-.-·! 

FIG. -'· l.9cno>t.i .... ~.n.10,,...,,,,_,h•n.if'1tn-.,.""'""'.,'"'"'"R..-.i.c1: 
J c.,u, •CtC" ,...hcut111,. ... on '\l\I, .,,..¡O: <>--.,n1"""''" ,.,.,., _,,...,,.,d -. 
.i.......-1"""1 '" \1,,, •. , ... .., •"" """'"'-. "'' ,.,.,,, """""· 1h.- n. "-··"""'~'" , .. ,. 
;w • 1 '\1 "'-"º• ·l'~•Jon,· tll1 ... "' ''"'"''"•J .01 1~ '" :••. """ .p..r~'"lf M.- ... 11• , ............... , - ...... , ••... ..., '"".¡ ••• """""""'"'' ~·~ .... _" , ..... l••I'• 
•~'"" '"'~"'IJ•,. ,...,. .. ,n,.,,,_ J•u1 .. 1111 .. JnlJM'•>t ... 1nr-:1 ftll ..... ,..,..,,.~,n 

.-.... ............ a1,......,.. ,..,,.,, -ND !'l.U ti:!." º-' :~ "-" ~ 0,9 ~.o 
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~·= 
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C)'C&c 11nd Hhihnc-d unl)· • lllislM Jea-e- ill sn-111 durlns 
lhrcc .uh;:ul1urC'1i in MM. 

In summary. R. ~h mu.e he pfUridtd willl - --...IC' 
t.uppl)' c:'r hkMin or lhíam'- or .......... ...., tor •lle TCA. C)'Clc. 
lncludintr O:. Thc-_. 1rc:•llllC"llb ret11111 • 1-.e ... mtc.._ u1 
PYC. PDH. andODH activi1k$ ... llW"*"'...._""' adrquale 
n.- or c.n..m inlo •he Te.A c.,iick • ......,. b. ~ ror -
1aincd culture smw1h. Wc helinc ..... tlw ..,..,._ ~ fur 
lhc fc-nnc-n1ativC' respunw ...,. '* - illlctt- 6'I cdl dert-'ly 
11nd/ur 11 dcc:ri:m~ 1n O:: cunc:cltttaliua (.-.: Rcsuk•>) fu ......... 
lt.hcd darn ). 111c suhs1 .. n1lally ~d _,Mllil:s uf PYC and 
PDH durina lho: rcrm.m1a1ilre ~ ~ linMI the cuur. 
dinatc-d pnoduc:tk>n of oaa~la&c aDd accl)'f-CoA. 1"be re. 
dua::d ptu&fuc."lion of thcsc lWcJ TCA ~ .._. ... te& may ..:-
c:nunl ror thc acnc-nil ~"=- in TCA ~ activily wc 
tlhac:l"'"Cd and c:t'Uld ª'"'° i~ 1hc an1111Un1 uf carhi>n -ail· 
-'*= for PHH l)'tilttc-.is. Wc ~ J!C"I to~ the ~ 
nivnl'lol by whkh oUdU.bic ..... ,.._ ~ nnelcd by .... in 
CE .3 durina rermen1a1ft.c ....-.h. ~ 1hk c:acrctioo d6d 
not re'lUll frum lhe ac.-..:-umulaUoa uf llllfh Uuraa:llular lcvcb ~ 
lh"- c:ompuund1 fdulu nu1 *-n). il t.:an a ~.,,_na: lo 
1hc i.pcc:iftc ir•ntf'Orl medhtnilllns openu¡.._ l• rcnncnta•lvc! 
hactcri• f.::! I ). The fennc-nt¡uft<e •nd mcrul* s.1a1~ ~ 
here •.-e thc: re~ult ''' • ch•nF in thc tcplalk'" uf ,..., carhon 
me1aholic Inri&. A rc:a::nl n'pur1 ~d '""' n>k or rcau
l•to.y pn•lc:fm, In dil"C'Clins '""' ccn1nd lhclabolk ll'attk uf c:ar. 
hon durin1t s.1rc~ 1'"1). und this rrplalfon in nne C1111C iswt~ 
lhc phu•.p1iory/a1ion ora TCA qde cn.qwnc: t-tfJ)_ 

R. nli appcu" 1u ~ .,.·cll ad•pkd tu "U..m,"C undcr u11ysen
hmi1cd eom..luiun .. in lhc free ualc. 'JbC" fcrmcnl•livc: rn.:111hp.. 
lr..m lhal oceuf"' undc:I" thC'<oel C\NMlil•""" nuoy he rcl•IC:d In lhal 
•hich muy •>«Ut in "ymt.i•......_ in wtaldl PHB k ll)'nlhc:sUcd in 
a mk:ru11crob1c en• irnnmcnl. 

M.."k'loll~Mf:Vlll 

Th,.. ..... rk ,.,., •upp•rt.:d t.,. DCiAPA 11...,,h IN~M-UN •nd 
IS:?o:?:t1,1.t rruno 1hc Un''""'d.od N~on..I Aui._..._. tic! w.; • ..,.. •nd "'> 
jll'11n1 l"":!'-l-N"'l ll lmn1 Cun..cyt 1<•......_,,., Naa.,..,.1 tk- C°""'""'YT....,._ 
n"l<>¡:tlal. 

14c lh;onk Ak¡~n.ir1t ttr .. •~• ;and J,.,. .. .._. Caldo::n.., tc,..1ho:lf n>ll•to.,..11-
uon ,,, "" .:•rl, •1.t¡tc or itu .. "''"'": ~ndr.o c·unncr.o.'- 1_.., M 11. ~t:or
llnc, ... nd 1>111"" Í"rrun.,_. l"f h:d°lfHo.711 ............ ....., 1n lh., <."fltutn1U• .. 
lff;tph"" dctermin.tl~in•: ""d "rºul.1n..t;1 ,...., .. "'"' h.:lp 1n '""' ,... ... í"ó'"''"'" 
nf lhc m""""'-'rtpl. W.: .,c .. .,,_,......, !Nttwnlluo ,.....,..., .. fnl" tkr c.on:lul 
l~pona nr lhL" m;tnu .. :np1. 
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\'ni. 17:-1. N.•. h 

Genetic and Physiologic'11 Characterization ·ar " Rhizobium etli Mut'1nt 
Strain Unable To Synlhesizc Poly-jJ-Hydroxybutyrate 

MIOL'l!L A. <.'E\."Al.Lus.~ SEMOIO ENCAH.N,'-ClllN. A.1.HlNSO LIOIJA.. '\'Ul ... \NDA MURA. 
, ... ,J,'-l!l.tt::MOH.A 

A7>rlrt01111r1110 ,¡,. ¡;,.,,¡,'!:''' .11 .. 1, .. ·11/,1r. e-..,,,,.,, •I<' lm 0"•11.0:.10·11;,1 wlf>n• l-1jm·1ut1 ,f,• •'°"""'"'"'~ 
l"11i11·,.,11l1ttl .V111·;,.,,.,/,·f11I•;,,.,.,,,, ,¡, . . \f,;11tu C11oon1.,u1t11 • • 11,.,,.,., ... \lc~litl• 

r .. 1,.p.h~Jro\~hu1~·rm..- ( Pltff) ólmJ ulh<."r p-ulyh_nfTU\)"UI· 
li.umi..1..-.. ¡PHAI ur..- .... -rumur.11 .. •,1t.,·11 ... ¡..i..- rotnll!.:o ni h11.:1.:ri<1 
m• o."art•un .c111LI r..-Llu.:1hL"·J"-L"T ""''"~ ... ,;un11•uund ... S..·•L"r,1/ 
~o:f,.,. l•t:h•ni:ir1i: lo lho.• •1<:n .. ·r.1 Rl11::<>/'111111. Hn,.h"rl1i::ul'f1m1. 
<1nJ.·l::ml1i: .. 1.,,,,,, .a.·n1muh11..- f'fllt in fr•·L" liíL" (-111. -IJl .,11•1 i11 
.. ,nilof1..,l• j lt .. !.l, ::•1, ..ll'lt. In .:un1r.hl. in olho.·r "f'C"¡.,.,., "uo.:h ª" 
NJu:,.hmm ,,,,.¡,¡.,,¡. lho.· "~-..·111n11l.11in11 ,,f PI IH ¡., ut.-..:n..-d ""''' 
in 1/\,· lt.:..-.1¡,¡n~ .. 1.11e ur ln 1ho: 11t-.1 .. 1..-p .... r nut.lul .. • Jo.'\d<>,i· 
n10.•1111•1u 110.'l..-r in 1111ru¡i.:n·thittll l>;1c1,·rui.I .. c~lll. Th..: ,.,,~,.¡.,. 

:~~-=~';:j ... ~~:~ .. ~~ ,~ ... ;::-· ~~·:~~":111:~1" t~'.:.,~~~:~::.:-:7ri~~;;(,.::;,:';!~~~!~; 
.l"I'"""""' nm~· u..-..·umul.11..- Pllll ""d lh niln•¡:..-n .. 1mult11· 
no.•••11 .. 1}, allhuui:h huth hmctiun .. rct¡urr..- 1;11¡:..- "111uu11i.. uf r..-. 
Juo.·11'" ,,.-..-r C"S). ll..:rll..-,......n ... , "'·e 11 r, .. ,.., ..... ..i 111.11 l'fllt 
,._...,_·no:" in h.10.·10.·r.,i.t .. ,·:111 "11p,..u1 ... ,mo: nilrull"" li•1111u11 •lur
in¡: darLn""' unt.I 1•r"'""J.! 1hc pcri1•o..I nf nilru¡:.:n ll•.,1i110. IJ.10:· 1..-ruio.J .. .:.m ,.,,..,u....- f'Hlt ''" .1 ... •un:..- ,,f o:n,•r¡:' m1J r..:Llu.:11\c 
Pl"'"''r l"r 1111r1•J.!L"l1 lh .. 1li•t11 .. h..-n i11•·111 .. ucJ • .:• pl.1111.1 .• 11 """" 
""''¡:en •'ulk".:111r.1111111 (~t. In Rl11:1J•mm ,.,,,. PlfU ¡.,. :1c,·11m11-
l;uo:J not 011/'· ill rho: .. 1.1Uu11ou) f'h.1...:. l1L\• ill n1/icr hao.·10.·n,1. l1lt1 
al ... • J11rmg..:'-p•ncmi.1l ll""''''· .'\h•r.:1.,cr. 1'110 ¡., l>o.•in~ "~11· 
lli..- .. ¡,,.J .u1d J.:ll'"""'' .... 111111unot,../~ "'"" unJ.:r ..... 11J1l1<111" in 
... 1u.:l1 mu1 ... ul 1h.: 1><•l~·m.:r ... -..·11111111.11.: .. 1101. Thi .. ""J.!!!<.°"'" 1h,• 
rro.• ..... •n,· ... "'" •o."1) ....-11 .. 11;..,, r''J!Ulah•I) n1.·.:ha111 .. m 1hu1 ,_ . .,.,.,,.¡., 
lh•· .1.·.-u~ml.oli••n "' olc¡:r.1J.1111•n ni 1'1111. 1h1.., .1llPuinJ! r.1f>1d 

~~',';;::~~:::·~:.¡:::~ ~~~::::.·:,~ .~~~;~:~:~:~:;'1";;·~;.~:~i:,:;~ .,: ~~.~~~~::~;:~'.~ 
...:nh.:d rnr H .-t11 f 1111. ,\1111 .. u~h 1h,• ''""""'"'·'"'"' o•f 1'1111 

· (·,;,..,,,,.,~ ... ,.,¡: .m1h,., '9,olu•i: ,,J,h.:• .. flo·J'"'''·"""""' 11•· 1 ,,,. 
'""'·' '\l"'-"•·uf . .r. l"••Ur11J,·lnh"•llll·"""'"..,''"'"' "'"""'''•' :-.011<11.:,·n ... 
1 ............. , ........... '"""'"'"·' •k "·""•" \p ................. ,, ... ~ \. 1 "·'" ....... \1 ........... , ......... l'h""" ,-., 11 .... ~ .. 1 ... •"·'' 1· ~ .. 
·•~ 1 1,.,.,.,,.,,... •n.ul ... 1,i., ... ,. "'•"""'•""" "'""" "" 

,, ..... _. ....... ,..,,_...... ..... , ............. - .... --... --~=:.=<-;;le"*.~"'-·-.,.,,.,,.---·--·------·· 

o.·on•um..-.. "'n..:r¡:, .. .:•1rf>un. ""d ro.·Llul·li\c ,..._..,r 1h111 .... •ul.t h.: 
111ih.ro.•LI in 1ho: "l""C'A l')d.-. 1h.:-ir 11lilil'•l1i1•n m .. ,. '""'""! rh.: 
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CC'C'C':"TC'TTTCATGCC"f'CCA.UATC'CAOTTCTCA1'TOC"ft'CQACTAAATTTOTCCCACJCCACAAAOCAATAOCACa4CCCCATCCOQCTGGAA.C'T l.. O 

TOTTTTCTC01'TC'OATOT~Tttt J ' e oc···~COACAQCAAQC~CAOAA ••• 
MTNJCktlt•VLPPl:SMVTDll:JCQl:ll:OGQJC 

AAATQOCCAC~CQCQAC'CGATC'TCa.MCCCTA~ATGQCQATCAA~T •oo 
NQDJCTOrDATDLll:•YLLJCDPl:TMAMMf'AlltALEN 
C'TCCOCC'AQOCC'GCC'T'C'~~ATC'G.\TC'C'GAT'ClAC'Ca,M;'ATOO'TC~A •OO 
LGQAAll:AWl. .... Plltl:llOS.ITl!:TAIDPMTDl'fVICTLSK 
"'""~TAC"l'OOATTTCC'OATC'CC'C'OCCQC~AQCTQA101COICC11C 1 lCGOCATCTO<lATOC'CC'T'CGATOcACC'C 80 O 
1SSTWlll:DPllt"'TP&AQTQl.M88P'P'OIWMkSMQll 
CATOC~ACOCOTOoaA~AC'CC'OCAAOQlli~~~TC'CC •oo 
l'f00TllGl'f0DSPLPPSPDT"-XDKkPSDll:D1'f0KNP 
TTCTTCGATTTCCTC:'C'C...."CAOOTCTA~~OCAaJICC:GAC'~ACAC'CAAGCJllC'AAOO "rOO 

rrDPLkOVYP'VTSDWVDltLV&STDGLDltHTICH"A 
COOQATTC'TACO'fGAAQC'AGATCACOOC'AOc l Ctw.=WTTC'ATCOC'TAC'C'WC'C'ACAOCT'TTATC'GCaACM;:'C'A~CiCC'CA O O O 

GFYVJCOITAALSPS•·PIATNPOLYRBTIASNOE 
~ATDAAAA~A~~TGACGA.V.~11T'C'CGC900 

MLVllOIOlllC•LABDIAAOltOl:LJCLlltQTDMTJCPAVCi 
C'OCGAC'ATOocatTQAC'QCCOQQC~'f'C'OCCCAQAACQTkTC'T'CJC'C'AOATCATCCAGT~AT 1.000 
a D M A L T p a • V :¡ A o • D T C' Q I I Q y 1: .... s T 11: T V L " ll p L 
TOC'TCATC'TGC'C'COC'C'C'TOOATC'AAC....-.oTTCTklCA~JliGAAATC'C'TTCATCAAATOCTOICOTC'GAC'AOCIOGCkCACOGTC'TT l. l. 0 0 

L 1 C' • p • 1: N • ... y 1 L D L ... • Q lt s ,. :¡ lt w e V D o o Q T ·v p 

--""'--=ATCCC'C'GAGAGOOCATCCA~C'QATCDAAAAO l.•OO 

~CDTC'OGC'T .... IOIQICOOXCXJCACOTTGCTCOC'GOCAACCCTOCC'OCTGCACOCAAACGAGAAGll.ACAAOCOC-.A l.SOO 
ATOll:XSVNAVOYCVOOTLLAATLALHAltl:KNKlll 

TC~ll.CTCAOOTCQATTTCACccATOC'OQQC'QACC'T~NllCTOOC~A J.•O• 
llCTATLPTTQVDPTHAQDLXVPVDEEQLAALl:SH 

TATOCAoGC'DCJCCOOCTATCTc~TOTCQILTQDCT'TTCAACATOcToc:OTOC'O~TCTGOCCTTAT'T"r'CGTC'AACAGCTAC: 18 •O 
MQAACIYLDQSllCMSMAPMMLRASl:LlWPYPVNSY 

CTCAAOOOC'C'AOGAOC'~A~TTCCACccOCAT"CJiCC'OOCOOC.........C:CATCC'CTTC'TACCTTCOC ..... 'l'TOC'T &•OO 
L lit a o.• p L p,. D L L,. ...... D. T R ..... A ... N HA,. y L "Ne y 
ATC'TTC'OC'AACOC'GC'TQACOCACAAC'(Ut,QATUA'TTC"T'c:'OAC'~ATATC'T'CTCAAACACOTCAll.CATC'CC'OATCTATAATCTC'OCc:ACQCCCOA 1 "r 00 

LJC•ALTQNCMILDOkllllSLICDVICl PlYNLAT"-C 
mATCA.cATCGCCC~AGCCUOllCli CXJCQOCAAGOTOQ.A>.n-:'CTTGTCACC'OOC'l'CDGCACATATeoc:COCCOT<:: 1000 

D H 1: ... p A JC • V ,. L e • llt ... ,. ·e e 1( V • F V V T o a e H 1 A a V 

atC'AACCCOCCCDAcA.A.OAOCAAATATCAA~AACIOOCUAATAC'CACACCTOGC'TCCAGCltoOGeOAGCGAUACCC'CCQGAT l.•OO 
V N P P D X ll lit Y Q f" W TO CI P A X O E Y S. T W LE OA 5 1: T PO 5 

CATGOTOOcC'N:ATT'OCCAA0cCTQQATAGAOAC'OCATQACQDCAGAC0Cln'TOC'AGCOCOCAA0cccOCCGOCQ.A~TCGAAOAACC' •••• 
MWPHWQAWil:THDQJCllVAAllJCPGGDAl-JIAIEl:A 

ACC'OOQAAOTTA'f'OTCATOO.VICCC~AOOC'AT'CTCTTT'TTCAOAATCCT~ACCCATA'lCCCOTAAACAAA.TTAOAAAcC a 10 O 

OGTAnnnAC'GTTocll.TAACOTC:GCCCC'TC'TTACcOOATCTCCTTTOCC'!' a• 00 
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T1IO: EEI f,..-:n1 1ind ft.., ltu: .'-11 .....-~"'" _,.: ~ 
•:k>ncd In 11111: Bluterif" 11 SKt ... l \o."C1U9' and ponblly ..:
quc-d •ilh ""O:l"I< 11nJ unin:n.ml pt'intc:"" T•n .~111 fntJ
ftlCJllJ• 11mJ u~ En•Rl-~11 frlllJ"K'RI. •hidt •itre CUIHiJ;UO.>U• 
~R. hl lhc ~riil.•tk>n map. QWIUaincd ~n.."n •ill'I 
hiah .J.:¡1r .. -.:.. "' h.1cnok~ 1u lho.- uf .. 1tk:r PHA ')"Alhol-"· 
11ic W1¡U.:m: .. "' uf tho.: ..... frapnenu. •ero: ~1.:d. kqucnc-.: 
ana~.,.¡ .. 1>hl•.:d an of1C'R r.::Jdin¡1 framc" uf l.l'IN'> hfi. :and a 
mukculin m.a""' of 7tl LO. •'ª"' prCihcc.:d fur thc 1nnalalinnal 

::::~~'!~·~· .. 1:: r;~:~:;·!~~ ... ~~t:::,~1:':--: .. ~.;::: 
PHA ,.,n1h1t...: .. cJ.ua nu1 ,.h,-.n). 
ca.r- ... .... ~R.,..,¡; CE.'\ 111:1."Umul111.:" 

P'HB durinl!! "'uhcul1urin¡1 in M!l.t. In .:...ch ir.uhcul1ur.: thc .. 1rain 
11ecumul;ah."' hiphcr 1 ..... .:1 .. •1í PHB tup u• ;:.~;t mll uf PHB ~r 
m¡:. uf Jl""..-in ). At.1. ck: .. "tn•n m .. -n...:..111!' ... udktl ur a:ll .. 111n-n 
In M'-f.,.u .. ..:m.uc: p.11;.1. .... ium n11r1.11c: t 111 m~ll. th ... ...,_,, m.:Jium 
tu pn.>nM•t.: PHh ;aa:umul;otiun (Jau1 nul .. 1u"'nl • .:unfinn ... J 

~~Jh~~",~r~~t~-;p~~~.1~.!:~~~~~'J."P~B~:":t':.~~=~1':.~k 
in 1tw mutunt .. trum. H.-.. ..,,c:r. lar¡rc: 1un•:•unt .. uf 1.1n c:lc:c1run· 
lr:t""f'i'rC:nl 111.,1c:ri11I. "'h..:h n.~...:-mMc:J thc lll~'""llcn lJrnnulc-. 
Jc~n""--J h,o· T .. icn .. n.i S.:hmidl t-MI. •en: ,,,._ .... .,J in 111u1an1 
O:clh «Fi¡r. ,;:). Thc: f'f.:'..0.:rk"C ;and UL"l:Umul;.itiun 1•f ¡tl~'°"lJC:R in 

~5f~1:~~~~~~~;~~~~f~~~;~~E~~~§~~~~::~: .. ~~~~~ 
---~ ............... ~ ....... ""'"'' ... Ahcr =~ h uf .:ulmro: "' R. ~·111 CI:.' nnd ~AM IUO in P'f me:· 

•.lium. th.: ¡:.n"'1h '"'"° ""J 1h.: tomm,,.. .. rruduL-C:d .11 1hc .. In· 
liun"~ ph;i...: "'c:r.: 11lmu"1 1he .... me. In c:"n1r11 .. 1. durmp: """'" 
.:ultunnp: In M,.I "'"" .. ucc:1nuh1 ª" ;a .:"""''" .,.,.,n: .. · .1nJ 
11mrni•mum i;hk•nJ.: .._ .. ,. mtn'tfo:'n "''un:c. hnlh .. 1r .. in .. J.:.:1'.:11...:J 
lh.:ir ll''"''" rat.:' ~ h.1lf in th.: ....,.:unJ .. uti.:ultur ..... mJ JU".:· 

~-::,~ i~;..~~~:'n'.h j,"~~~~:! .. ¡~,:,~~ll~jl~-;,~: 1"ti".:t-.: .. ~!:~~~ ~I~~~ 
l!f>-n 1n '1'1 ~urrkm .. ·n1 .. -.I •u•h •hll.:r.:n1 .... ,,~•n ... •uh·._ ... 
11 t.! 'l1 l "~'r•:.:hall~ .... ''lllMlt:r.:" P•"•rl~ ullh r~rU,.tlL' "' 
~lu.:1 ..... · •'" lh.: .: .. r~>n "''"ur<:.:. Th.:- f'r<ll.:Ín ~1.:IJ,. 1111 ... r ,;:.& h UI 

...-...ltutt in MM. a•mp.ired •it ....... "' tlw .ad sype. -re 

.t:?and 1:?'~ •llcn 1lu..v..cul'J'!ITV<o"llk'. n:.pttthcllt--~ 
- lhc calh.Jn •-.:'C. 

'Tkr:apKtryt..t•n.il.lizcll . .4- 1.tc~c••IU·'~~ 
•tt1o llle-.ircd .. C'vlutiun uf CO:- • t9- .......... .,._. uf 
1n-•h t5 11) r..- lf. l.'fli CE."\ 111111 SAMIUU. Tk ptt9-ftcpth-c 
maatana uUdl.icd ,_..,.. JO .... 10"r uf rk _... uUdUcd ..,, 
1hc .. u .. 'YIW .-n aluanc and ..-rinaltc. ~ ... ~. •.:re 
uwd - carl!un -n;"C!I In MM. -=----.. ~ ....... -~C'E.1-SSAMllU 
cSTclc:d lloe''Cfal Ul"pnic ac:kh (Table .;\I ""'1 -ino ac:idm -
fcnncnt<1lhc pru&Jucb t...:c hck• ). Ho~·cr. thc •--"'"' <1nd 
thc fl"ltclm!I uf cWTction nf cadt pn.-ct •-ere dihrcnt faw lhc 
1v.o -. ... ¡""'- Thc .... ., .. 1r11ifl'I ~cd ;? ..... _,.tu1ua1c. ru-... tc. 
mala1c. r:••f~·;:atc. l11et<1lc. "nd ~~te. hui thc 
11moun1 uf cac:h urpnK ..cid c~ted ~ SAMll•t - In 
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T._.(11, Tlme(h) 
no _.._ a .... ,.,,.,,..,... .k ,.,,, ....... ,.p.·"" .. " 1<'E.t1 anJ rutt-n.-... , .. ,.. .., .. ,,. .. , ,,,\:'\.111••1 •"" J11l .. r.:n1 .... ,,....., ... ..,,,......._ ca:..t ,...., !l.'"'"11•• "-•""" '""'' ,,,., "'"' 

"'"""""''" ,.,..,,. _,.,..,. on \IM._.,...,n..,.-... mm.....,,um 1•1. '1.1\1-i:to .. ..,_. .,,..,....,.,.,m 1e1.o>r 'l.l,t·f'>"""'<"" .. "'m."''" ... 1:...1- ........ -ni.....i "' :<1.1 .. a"t0.ol•.onJ \1 •. , ... ,.,. 

sc-ncr.ol ..... -..cr.tlr••IJ hi~hcr rhun th .. 1 c~IC'd ...,,. 1hc "'ilJ·l)'f'< 
.. rr .. in. OnC" rcmarl.;1Nc dilfcrcm:c.· t>o.-1"ccn 1ho: .. 1ra1n .. "ª' thal 
P-h)"dto,~hut~TlllC •·a .. c•cn:1cd nnly t»· SAf\I IOll. Thc intnl· 
c.-cllulu.r pc•ol,. uf 1hciw: mrlahulilc.-.. "'ere"'""' dc1crmincd. Th._. 
a1nuunh ur 1111 .. -...: mctahollh.· .. "'""'"'· in ¡,!1:no:rnl . ....-H~r .. lfuld 
hi11-hcr in lhc mut1m1 lhan in thc wihl·l)"f'C "truin. hui 1hi,. w11.1. 

imU~nifi.c;.inf n•mp.¡1n.•d •ilh 1hc 11m1•unh nf thc "''"'._. mc1aht,. 
lir~ ... ,crct"°J 1n 1h ... mcJium. Fur ..:•utniplc:o. m"lat..: ,.., .. <1h••11~..,, 
dt."lc>L-. ... d intr;a.:.:Uularl~ in SAM 1111 hui "°"" J..:1..: .. -.eo,I unl~· 1n 
lh ... M11lf.nnary rh.t-.c ni lht.• .... ·nmd "uhL·ullun.• in lhc> "ilJ0 1n>t: 
,.train. Th.: t.•unt.·.,ntnuinn ur Rlillalt.• íuund und.:r 111;., ._·,.nJilinn 
in lht: "'ild·l~l>t:' .. 1rai11 "'"" 11 • .1 nmul 111¡:. nr rru1cin. "'hich is 
H.-r ur 1lu~ cnn ...... ntrulinn h•untl m .. i.t..: lh..: t.•cll .. ur 111..- mu1un1 
... truin. ff•-~..:r. lhc 11mnun1 ur mal:n ...... , ... rc-1 ... J ~· SA!l.t 11•1 
unJcr thi" t.'t>ndi1Jn11 ,..,., :"7."·fuh..I hi¡:.h..:-r lhun 1tm1 fuu11J in .. id.: 
thc: t."C"U ... 

Alanin ... :anJ ¡:.luramk m.~iJ "'t.•r.: tlt.•1t.•..:'lt."d ......... .:r..:1.:J m..:t"I'" 

c.·r::.' 11.-:" ; .~ ~~i SAMlllO ·= 
~-,~~lllU "'n 11.1 11:' 

sn 11 .• \ .,._ .. 
c-1·.1 :".•• .!:::: S''lll•• f.¡.\ 

c1-.1 •I_\ ::o•• 
SA'.'o-11<•• :::<,.. -.¡_.,. 

••hit."!> in 1hc:o "'OIL'tlftd ..uho.-...hurc 111 M!l.I unl~· in lht.· mutarn ,.1r;1i11 
111.t•lf•.! ;1nd 11.1ax4t> nm••• m!! ut rn•1..:in. r.: .. f'<."cli•c:ol~ 1. 

!111"8 .. t!'lrlA.DH ......... ,nu11'k:'r impurt;1m Jilkr..:n.:.: ~l'>t.•t.•n 
1hc mu1:m1 ,.lt;iin .tnd 1hc '>ild·l~('ol' .. ,r,,.in """ 111111...- •IU•llUílit.•, 
uí r.:d11\"C"d nu .. ·h:t•lltJ.:., pn~UL'.:d. Th.: NAD. :"OADH r.llit• In 
SA!l.lltltl"·• ...... "'i.:ralfulJ t.!-1· lu 17·fo•ldl lt•••.:r. unJ ... r .111 .. ·,•n· 
J111nn.._ 1'1.111 1h<1t in 1hc "'•ld·l~Jl'C .. uuin tT.11•1.: .J). 

..... mdhtt~. Th..: f>l>H <K'tÍÚIÍt.• .... r lile> PllH-n .. ·i:·•ll\ ... nlll· 
1.m1 and 1h.: ... ild·l)p.: .. 1rnin I!"""" in ll.1!\t "i1h .. u .. ·dn.n .. ·• 
¡.:lu.:t ....... ur ~n"·att." ""u o:.trhnn ,.oun:..: .tr..: p~..: ..... 111.,•J 111 1·1¡.: . ..l. 
11u:...:o J.a1a cko1rl~ .. rn- th•ll 1h.: l'Dlt .,._.,;~ m..-.. "' 1h..: l'IUI· 
n.:}!all'C mu1an1 ~n-11 in ll.t!l.t "llJ'f'l.:n1..:n1.:J "nh i:tui;,...., ••r 
fl!oTU\al ... "'.:r .. • l•- .. ·r lh••n 1hc 11.:ll'll1 .. • .. J.:r..• .. ·t .. ·•I in lh..: ... 1ltl· 
·~f'<." .. 1r .. i11. 

s,..wa.w .,.......... .... .,,,... PHS--atuthir mu1an1. R .. • .. u11 .. 
uf 11m .. · .:.•11.....: "luJ1 ..... ut plmu ¡:.ru .... 1h. nt""1ulc t.lt."'t."l••rn1.:111. 
;mJ nilt••J!•"n 11,.1111111 t•f hcan planh ino>..:uJ.u.:d "ilh CE.l "r 

U·lhJh..,,¡,._¡,.,.,, •• ... .. ~g ;:::g . lo 1.:.; 

"'I> 
::.1 

l..\ ~-~ ~~? ~I> 11.:" 

·'" .. ::."' '•'-~ "' ~·.~ "" ..... 1 O:" 

'" 1:::" 7~ su ... :< ... ,.. u:--

, •"• ... '• .... ,.,,i.,.,.,1,., ""'""""'"' '". 'º""""'"'"' ,,,,.1 .•1 th. "'-''"·"'••I ""'"·· I~•~'· "' º""-"' .. "•'-'" ,.,.,. J.••"""'"·I .o• J,._,,,,,,."' "'·"•" ,,. ·•"•' "'•"""'" 
""'...'.;·;·~-~.-~.:.-:::'.::.·· ....... ·• .. , .... _.,,, ....... •'!"'"""'' ....... . 
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·~· IL'-11 
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-c.·.,u ... ~ • .- _,,,, .. 1 .... n1 '" "'' -rri.·m.-.. 1n1 .. .,h ..... .,., ............................. ,....,~_,._...,_..,,,..., 11n -~1 ..... .-.. ._ _,.,,..,--.so ... _,,. :-..AP" _. 
' '~~!-~~.-:,~~~:;'.;'.""....i - .s..--.""-·.t •n '! .. ..-. ...... .onJ '"'''°'"'~ no.- r.--11 ...... ,. .oo.: ,,._ ~ ,.,.. .. _,.,..,,.., .-..-..-- '" ._._ 

SA~t11•1 11r..- .,fM-n in Fi~. ~. SoJulo:" o:lii:ili:d """ SAMll•I 
... m ... r~o:J 11t 1tt... .._.m..- lim..- .1nJ in th..- ... ,mo: anM~n• "" thn~ 

~~~u_;1:~ ~J'!';~~i~-~M:~::~E ... ~:.':;~¡~':.:';!~~~~:!~::~ 
1ha1 t-ai:1i:ro1J .. L•f SAJll.t 11111 la.:l.o:J th..- PHH -ranui..-.. ch.1rac-
1..-ri .. 1i.: 1•f R. o•tli nilr•'llO:n•ft'\ÍAf. L-.,lh (Ftg. hJ. Thc nilt<'llo:muc 
.. por:c11k.· 11i:1~i1~ of no...Julc., o:l..::n ... J ¡.,_ CE.1 ""'""' lo.Mi:r afli:r d.I~ 
_1:-; po....,,1i1m •. -ut.11i"n llnd •"L"ll"'4:•l c;ull..-r ro:lath,_. tu tho: acli\11,· 
J.:t ... .:1..-J in plana.. ino."OL-ulu111J "'ilh 1h..- mu1an1 .,n;un. AL"1,."'<lrd
in~1,. 1hi: t.•lal ni1ru1:.:n n•nh!nl in rl11nb 1nucuhucd •Uh 1h.: 
""'1ld•t'-¡>e .. 1rain ,,., ... 1,...,. ... , 1111..-r Jay ~X po....,,lino.-.cuhumn. 

In ¡?ri:o:nh.,u~ L"'l('l."rtmi:nt". (>L,nl" inucut:11 ... d •i1h thc mu-
1.1nt ,.,r.1in• SA!i.lllltl anJ SAll.IJlll h11d a 1cndcn..·y 10 rnMJuc..
m•>r"' ~.:J,. pcr planl. T;ohle !ó "h'"""" tho: ro:.,ull"' uf thr ... ..- .:ll· 
('l.'rim.:n1 .. 1n "'hii:h .. 1.mJ.uJ Jc.,iu1inn"' ..,. ... r..- coal.:uliu..-J. In 

A • e 
c:::::I ce:> 
-&AM100 

FIC-. ~ ru11 _. • .,._ ""'""'"~'"Ir•''''- I >.,n.i" \'\IJ•u~r·-n on '\1'\I ""h 

~¡~~ ~!·:;,~,; ·~:=1"'m:.'::,•:~.: ,,• .;::'.·~~-:-:~: ~,::~:~.~: ~,''~. ·~~~·~:~·:~~;(~~'.,\::'~"'~~', 
""' "'""''• • ·•' r"~""' "''n"" r-• "''m"''"' r-• "'""~•·•.., •·• r,..,.,,,, 

Il•klili•m. in ""'" mutt ~rimrnl,. •- •ilh 111c SAM 11•1 
... 1r-.m. 1h..- 1uu&I ~·Ñ:"I~ df ~•ere !I anJ .~7.-.. --..- 1kan 
1hofo..- fur 1hc pbnl., lnun1&.&ed •il• tllc •ild-.,.-pe M.nil!. In 
1~ Cl!.peri-nt"' 1ho: nllln....- c.-o.-crm. p...:r millipawl (dry 
.. o:ishll••fweot..\•cn:-6H_.!l,.-,.~,¡. ... tw.-OfClhan1hia1 
fnund in -...cm uf plllnht -.onaa.acJ •'dh CE.1. Si•-c tht~ 
C"PC'rimi:nl" w.:tt dunc illl .,,.,._..,__ thelr r~lb ar ... nu1 induded 
in Tahlo:!ó. 

Tho: PHB "'~·n1h.1~ acnc uf R.. .,rll (plluC) •iu itkntificd "'°' 
ph ... nnl,f'.C cumpl..-mcnlation ""a nwtanl .i.r.ain "' . .f. -rnipltur 
i1npaircd in th.: ")'nt~ of PHB. Clonins uf R. C"fli plfdC 
••:.,. cunll~d t-,.· th.:- ~"'- uf tho: na.:i.c...tidc M:qucna:. 
"™""e! do:Juc..-d prul.,.in .,.."f'l'!llL~ hud a hlsh <kJT..-..- uf idi:n1itl' 
.. i1h th•-' ~·f u•tK-r PHA 5'-n1U--... M,....,..,..cr. a JDnapliun nf 
1h1"' ...,ne t.UpJWCNW.."d PHB ~-...111UL;a1ii.-.:1 undo:r a&I Q.lndila-
1..-...ccd. 

Thc rHB-to1t1"')·n1h ... tic palh•ay do:..cnt""J rur A. <'l•tn#tu11 ¡., 
pn•hnhl~ J'lfL-...:-n1 in mu..i PHIJ..<KL-umul .. 1in¡,:. .._,o:riu. Tho: 
path,.11) hL"g.in,. wilh lh._. ª-""""'""""' ul l•.-u .ic..-tyl co.11:~ 
,,, (a~l)l-CuAI muli:o.-uk" ~•a"..t,_.d h).• ti t-i•""~-ntht:lic p-L ... 1u
thiut11 ...... An NAOl'll-~nJo:nt i...-..IUil<.")l-C:.-nA r,_.dtK."I~ L"al· 
Olll'~t:'o 1h..- a1n\O:f"IUR uf lk"\.'lttac;")l·<-·uA lo l:l·h)t.IR ... )hul),,.I• 
CoA. 1'111.111). lh..- n.-...uhin¡?. lt-h)Jru .. ~t..n)l)l-CuA "'(X>l)nto:nA-J 
toy" 1•uu .. ~n1ho ..... · 1.¡:?1. 

!'l.tt11an1 .. unut-1..- 1n "~nthoc<-i..t..- PltH bon..: to..-o:n Nll.a1cd lrnm 
_.._,..r;i\ ...... "ti:fllll "'f".'Clc ... i . ..-~ .... O'l1tn'f>lm•. llJ,.•l•6'f'!Ínfllfn1 "'""""· 
Rlr••lo1> ... 1 .. r ''""'""'"'"'· Pw-rul•""'"'"' "'"'"""'"'·p..,.,.,¡, .. ,,,,. 
,,.,, ¡mn.l.i .• 1n•I R mr{ll .. 1; 1!1. !!. .1:? • .171. In all ur lt10:m. 1h.: 
.Jet...•·• "ª" h-.;.,1c•I .. n ""'' i'ltU .. )Tlltm .... • ~ •• ., ..... Until ... -. 1hc 
ho:"'l·i:h.uai:lo:ruo:J l'llU-n.:~.t1r...: mulallh h.i~..- to..-i:n frnm. l . .... ,,.,.,o1 ..... 

11 h"" hi:cn r .. ·roncJ 1hu1 H. .. r11 and uchcr "'f'L .... , ..... ul Nl11::•>-. 
'"'"" 11.1•.: .1 lcrm.:111.111, ... mi:1;1h.1l....n .. h..-n ....-ri.111)' .. uhL-ul· 
1ur..-t1 in !i.t!i.t. nu .. IL"ílni:n1 .. 1nc mc1:1to.•li.,m '"..:h.1n•ct..-ri,o:J ~· 
1 il" ri:dni:li••n 1n j!l<l\\lh r;1111: tii• lh.: 11"4"fL"li••n ul ••Ti,io1nlL" aL·i .... 
• uut .unmo ,,..,,.1 .. ; 11111.11limmu110111111ho: ;oL"ll\ilic-.ul r.-uu;ol..: 
..;.;orto."'h1....-. 1•1ut. :? .. ,, .. J!lu1.1r.01.: •khulrHJ! ... mo...:' •• onJ ('ho..,· 
phucnul('!>rt1 .. ;olc .-.orto.,..~i.in.i...:': oont.I l••l lh..: , ... ...:umul.:111011 nt ....... , ... ,. 

,1,.- f'lllt·nL•t.::Ui•L· 11>11<1("1 nu11;1111 .. u.un 11 .. -.. ,:rit...-11 ;n lhi-. 
'"'"¡.. ,11,1 ""' ·•'-"·"""''·""' 1'1111 umk·r .111) .:t1ndil1un 1 ...... 1.:J; 
hto"'""\Cf. oluron!>! ¡:11-1h 1n l\t!'-1 11 cl!.i:r ... 1.:J l.of!!L" :11nou111"' ní 
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! 
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::~ a 3.o 

!:: 
¡u -·~ 

·~ 
D.D .. 

T-~-·· T-1-..1 
f"tú- .. S,..~•"< .......... _ ... n,., • .,,. ........... ,_,.,., ,.,.,. __ ., •.. ..,, •. .., • ...,.. J'Wlll. ..w ri.-"" ..... ,,... • ... .r ,.,,......., ,.,..,,_,......,.; ,.,,,. R .- et:...• ..ad '"''th•• "f'o.'"""""' 

_..,.,._,"" ""-.,,,._, ... ._.._..,..,.,.,...,.,..,, :: .... ~.=.-uo .. -r<1,.......-d ... - ..... - . ., •.• ,.,,,..w..,..l" ........ .,,_..i-._...,..,..,,,., .. ,..~~..,..,IP'"- ; .... ., . ......._ 
-i ..... 1.,.,..._.,_. . ..,,_.,...,..... r:,on,..,.,....,...,.::: ., .. .....,,.,.i.,...,,,._r<1ro.-..J ... m.,..,..,m •. •, nmnit.,,.. re•pUm \ .. .,,..... • .,.J ..... ,.,.,.., • ..._.,.. . ..,, •... ,..._ .... .,..,_.. ... ,. 
""'"'""' .. ' '""""'"' ,...,.\ r'" ....... ~ .'f'L""nm.-n1• .",_. r-"·''""""-' ,..,.., "'" '""•' ""' ·~•· ..,._., ............ ..,............,,...." .. ~...,...,.. ·"' .,..,. 

•tr~anK" :&adr.. ;onJ Junn¡: ...:-nal 1r-Jn•1cr m '''' 11" p.-1h "'"" 
.i•c .. .,L•J rn,1rc 1h:an th•I ••t 1hc • ilJ-l)<l'C •lr:ain. 

Th.: R. .. d, mu101n1 .. h .. rc ..... •me ph~ .. 1 .. 10-.,:1.· .. 1 pr..,pcn10.· .. "nh 
thc ..... .-i1m>pl11u f"tfB-11.,.a:.111\0. mu1 .. n1. -.ui:::h "' cwr"'"''" u! 
••rpn1.,.a.:1.h "" J"o"""óllC' anJ P·h~dr .... \t-ut~T.1h:. In t>..11h •p.:-· 
Cie"" lh" C'"-"1"Cll••n o•f 1crmc:n1.111\C' pn ... w:-1 .. .,,., .. no1 rcl:a1c:d 10 
1hc 1n1r.iccllul .. r c••n1cn1 ,,f 1h .. ·...:- .. d..i ..... ,ne .. • unl~ mmt•r 
<1m••un1• ".:re: Jc:tcct.:d 1-• .:~ . .:to; 

Tho.• rc:m.ad .. .ot>IC' .. m .. unt •11 m..,1.ol'to.•l11c .. .:-...:rc1co..! t.,. lh&e" mu· 
t.anl "''ª'" I• Jnc.ot ..... i.J.:nc.: 1h .. 1 1h1· "lr.am '"' 1c .... c,.rahl.: 1han 
th.: "'-dd·~"J"L' 'ltain .. r c-lf""L,1•cl~ ""•11Zm¡: 1hc: ca~•n ...-.un.:c. 
Th1 .. clfcC'I mdlCJI"'° .. 1hal th,,· rHU-nc¡:.all\C mu1an1 .1..-...:l .. po:d 
;o ... 1run11cr fc:nncnrau•c m.-i.att.•h .. m m '''1 o.uhl:ul111r.: ... ~ 
i.-cr SAO· ~""'OH ral1<• "" .. 1•l"><-c:r-.cd 1n 1hc mu1an1 .. 1nun 
ilnd 1h1" 1n.:1ca~ 1n ,.,,Ju .. eJ .;.•1.a1.·1 .. r .. h.t• 1 .. t-c r .. ·1.11""'.J '" 1ho.· 

ato-cm.·,,.'"' u ... n1r. tPllB1 ,,., rcJu.cinc f"."'""'· B• :he" ... 1n1.: 
tuL.1.·n. 1hc redu.:uun m ~,.-..-in.u.: an.t ¡:lu..-.~ '''•Jauon 1n 1hc 
mut.Jftl .. rrain .. • .. ulJ ~ 1h..- r .. -..uh .,f th.: n1 .. ,.c.,....., 1n 1hc "''"''""' 
uf rc:Ju.,C'd .... ,,,.,,.,, ... 11 '" .. ..,11 Ln·-n th.al lh..,...c .. -.•1~¡,,,... 
inh1hi1 ... •me 1•1 1hc ..-n~TII..,... ul th..: TCA .:-:-el.:. F"r in.,,..,,ncc. 
~AOH inh1h1t" PDH and .:..,,,,>i=lu1 .. ratC" dC'~dr<~C"n.c...., ~,..,...,. 
m.,.... 111'> •• ~ ... ~l 1. ~ '''" a<;ll•ll~ o•f POH. 1n J~ltcd "''1r.oc1. ... 
...,..., ,_,un.J in thc PHB·nC"pau'c: "'""" •hcn 5!1" .. "'"" un f"TI.nal"' 
cnmp..orc:d"llh "U.:c1na1ca,.1h.: ... rt• .. n ..... >ur..:.:. Tal..:n t.•¡:.;o1h..-r. 
all ul 1hc: .... • rhcn.•m .. ·na ma~ <:'"\.f'l.un .. h~ 1h..- mu1.1n1 .,,¡r;un 
~:~~~;.'"~ i"' .. u1~ 111 ~Tu ... 11.: "' ¡:IUCt~ cumpal'CJ .... nh ,.w;:-. 

f'unh"rm••r.:. """ ha•c ut>1.a1n.:d ~ ir .. n .. r--·n mu1.ti:en.:-..1 .. 
uf 1hc PI ID-n.:¡:111n"' mu1.m1 a """''" lhJI f!"'"" upum .. 11~ 1n 
~ru•JTC' "'' ¡:.luc•••.: .. nd 1IMI C''f''""...:--- .. POfl ólC'll• '" liL.c: 1h:H 



'1ºABLJ; !'o. y;.,.1.i .... nJ nin"ar. .. n aon1 .. nh ur .....:.Jo. hum pl.,nt .. 
1nocui..1 .. .i •ith R. rd1 CEJ "rSAMllll 

..... ""''""' ........... !'><>.nr 
r<"rM".- ~m-

CE.1 ,_fl!._l: IJ __ ,., :: SAMll•• 1.tw:i: u.7,¡ 
CE.• 1.n.....,: 11.>':\ ... 
SA.Mltll l.7o:: U.7tl " 
CE.• :::.7..!;::~ ~ SAMllOI 

-E~-...,;;on::""~n.UrJ- ....... "'1k"'
'"""U·"''"J.:'"..,,.,_..o.1. 

N11n~•"""'"'"'cm,1 
P:~"'•hln ...... ,..,.,J. 

::::::a~ 
111'""" 
11.Ct'l!'o 

~:r 

o( lhc: wild•l)"J11'" slrnin (Unpuhlishrd lit.cn"ilte.-J. 0~ 
prnducc1i n.u -•cua..-.. uf ""TUVUIC ~ lile' Entatt-o..udon. .. 
s-1 .... ·a!' ... , vi.-ho:n 11-lunMo: ur pynn·alc is u.cd - " c.rhnn •-n:e. the fan.:r au'-ra1c bo pnnddcd -.: e9dcntly 1u PDH 
titan ta sucdna1c. M>mc:thins 1h111 --.Id c..,._.. lihc' ...._>r111n1 
incn:a- in rcdua:d .._..._,,..,.,B in thc SAMll., mu1an1 ..tn.in (9). 
Thi• prup. ... iliun ""rartially ~ppnrtcd...,. •he l"'-cn·a•ion lhlll 
Jl'Y"IV"IC ¡ .. O:."U."rO:lcd puurly Ot>m('<.1rcd •·ilh Olhcr Uf"SanM: ac"ld ... 
Su~n.ly. lhc: mu1an1 ,..r11in an:umula•- up to :'iolt-fuld 

mure iilyco¡:cn 1han lhc •ikl·l)-pc Mr11in durinll f>uhculli .. ·111iun 
in MM. 11 ha!i hco:n repurtcd lhat in M- ~erUI. fl~a'lcn. 
lillc PftB C l:'i). f., cun1muou~ hcins turncd '"'cr C IUJ. nnd thi5 
m.,- C1.pl01ln ho.- thc .:arh'" of PHB can he casily mulllcd 10 
lhc ..,.nlhc51!• uf ano1hcr polymc:r suc:h ª"' sfya.'l!fen. Tbcrcfnr.:. 
lhc !l)'nlhc•i5 omd dc11rnd11liu11 nf 1hi: ... •<alfcd rc...:ri.-e polymcr.. 
have 1n he int.:¡1ra1.:d inh• 1hc ha•iC ccll rnclahuli...u. 

A5 alrclldy pro.'f"l_.d f•" R. ,,-111. PHB rn.,.. hc cont.idi:rC'd u 
nc~ry krmcntair.·e prnduc1 lhat ~~""' n:ducu"c 
po-r. allowin¡: lhc TCA "..:lo: 1n uper11tc undcr mtcn...,cruti1c 
cundUiun•(IUJ. 

In ~.,¡,,..,¡ ... 1hc: PHP..~p: .. li\·c mu111n1 .. 1ntin inducc•I. un 
ff\cra¡;c. 1h.: ,...,mo: numher uf nudul .. "1' """ lh.: •ikJ-1)-pc .. 1r.1i11. 
Hnwc-vcr. tito: niln~na...: "f'Ccitlc activilic.. nt thc"<! nnduh:" 
•.:re hi11her tha111he1•~·1i .. ·i1ie .. ít•und In •ild-l~p: nndul..•, aílcr 
:tM d;•!f" pn .. 1im ... ""Ula1iun. "'"º· tho: un11I ni1n,.:n cnn1cn1 .. uf 
pf11n1 .. im11."Ulat.:d •ilh SAlll.lllJll wcrc hi¡;hcr 1han th•"'C n( 
pi.mi .. im-=ul;u..-o.J •i1h the wild-IJ>·r-.· "tr.1in ufkr -~ d"l>' P''""'" 
im11.-uht1iun. M1cn.-..:upi.: C'\.i.1mina1inn uf nudul1.·" indu1.·co.J t.,. 
1hc mulam Mr.1111 'h•"""o:J hao:teru1d .. •hktl dtd nut cun1mn llli: 
PHU ¡¡:t;mui.. ... 1h111 ch.1r:.o .. ·1crizc "'ild·typr.• huf.."ternidi>. Thc"C 
r""ull" ... tu.-o:d 1h;1t PHH .s. .... , nul ptnlnn¡,?. ur .. u,Hun niUni,:..-n 
fü1.u1iun ª" ..u.w.:Mcd hy S..:ri:cr....·11 .:1 ill. 1 J ). In r.tct. wrild·IH~ 
nuduk" ...._.n._....._ ..... o:atli.:r 1ha11 lhc 1u>dulc .. indu.:cd '"1' ll1c mu
'""ª ... ,r.,in 1d;11" nn1 .. h<-n). A hit'hcr niln'tlCn cuntenl "' ... 
fuum.J in .... -.:ct-. uf 1•lant11 111111.·ul .. tcd •·i1h thc PHtt-n ... iiall\C 
mu1;1n1. A lkti11i1n. ... ''"""'la •ill rct..1t1irc lleld ... 'lpo:rimc11..,. As 
m.:n1i .. n..-d .. t... ... c. 1hc P1tH-n ... ~m11 .. ..- mu1:1n1 ,..,...._,,n1ul.11..-o.J "'C\• 

.:r.1lfuh.I nno1e rcdu.:li\c pnu:r tlmn lh.: •ikl·l~'fl'I: "tr;1i11 -·h.,n 
'Uhn1llur.,d m MM •ilh "''""'"inul .... 11 ¡, i..no.-n llml h.1.:1.:n•io.J .. 
u..., dicotrh.•""lic 01d•I'" "'" u '-"1"h"n ... •un.....- l 11 ). "lñu.._ 111...- uh
..._.n..,J incr..-.1...: in uiln>i;.,n 1i..a1i"n in nudul._..,. im.111 .. ~d ~- 111 .. • 
mu111nl 'train .... •ul•I ho: 1h..- r.: .. ull uf lh.:- chu.nnclmg uf lhi' 
1N:.:11mulul<.••I n:du.:tl\·c po.>V>cr 10 nilrnii.:n lh.alf<lfl. A dcrn,.11· 

~~::~~~i~:;;¿:::~~EE~,;t;~ri~~~~~·~~~::2:~~~~~~:~~·~~J.:~ 
'°""'/r\ 111111an1 u1mhlc h• ... ~nlh.: ... i.o!c PftH ._.._.,_...._ . ._.., 1nurc- tf,, llmn 
lht." "ild·l)>f'C" 'lr"in \\.hcn ~r.11•11 in "L"t."1<11,_. "' ~rtl\Olh: "'" .1 
.:.irl..,•n ""'llrL"C. 1nJ1<."atini:. llml th., ,.,o.Jucin}! c~Ul'-oll\.•111 .. h;i\.c 
hocen drai1wd '" m1rui.:cu:o.,.... J.'.!.'.!). 

RcC"Cnll)>". u PffB·no:o¡:alko:- _._ •lf a. _.¡¡/.,# .,...._,. o.Jc
,...,,¡hcd (3.'.!t. h11o phy.iuk~ ~ion •·a11o nu1 rc
por1cd. bul 1hk rnu111nt k •• ~ illl _..,...,.n th.alinn. On 
lhc u1hcr h11nd. i1 ¡,. lr.nown ,.._ ~-llÚllS'--i.:ruhl .. u( R. 
m .. lil<>ti du nuc 1Kn&mu1111e ... (30. ,.........., 1hk ¡,. um: 
n:m.un 1h11t 1hc • ..,.....,¡111M>n '-"-.....:• lit. ,_...,., anJ 11lfolfo ¡, 
ono:o uf che m..71>1 11Y111hiodc..,.. ~ .-.:i:a1M.-. Alrulfo 
nndulc-w. .:an d,:rt\..: up 10 llO""i rA lllril" '*••~n _rn..., :iir. In 
cunlra. .. 1. !>can ntidu1 ....... do:r"-c ·~ ~,.. r •" lku nur.,.:.:11 lrum 
air ( 11,1). To lo:-1 lhb pn..,._a. - - ~ o:-qa-rimcnb 
1u rore.: hllc:lcn*"' uf R. ,,...,,_ ... ~ PIUI and thcn 
10 determine ib o:o•co.:t un ltwit' ~ Mii llbl niuoia.cn. 

n¡ .. -nrtr. •• ..,......L .. "' • ....,,.. ..,_ c..-,_.,., s .... ·lo•n • .i J., 
CWnct.. ~ T"""' .... ..,..._.._, C""ClllfllliAC)T •> '!lt;<alll-IN~-1. 11nol r-a•· 
Uallv t>..· IXiAJIA-UNAM no•. l!lrll~W.'. 

'Ac "ita.nll Sa..tnl run1rc.-- .. lln.~ ...... .., 1n ('C'rfonntnt: 
hi11h·p..-.n. ........ L-fln""'"''~ ............ Cafftk'n V1•~ii.-•" '"' 
1cdln..,.1 • ..-..-., In •he ~In uf lk CARI rnu111n1 "lr;1in. 
Puricl11 lkao.lc•forlee'hnk.al~•llllllleaan._1.._·,...4u"'no:"'· 
an<1 Ann.an&.1o•• .. .,.... r ........ c.1,...... -.uppi. .. 1n11 ... in .. -cnh .. u_. .:'f'C"· 
"'"'"' ... "''e 1h1m._ A. s..,;nhucftcl ••L ..... 1"11•"' ...... lheA. '"'''""""" 
Pltlt4 mut.onl ... raai. \llOc •t-• I~ MidUcl Punn for ,,.,.1.:•in¡11h.:
manu...,rip1 anJ<iahricl,;o GUL·nm• b .....,.~ on ,.,., Co111ru1.:r 
Unir. 
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Pyruvatc Carboxylase from Rlrizobium et/i: Mutant Characterization. 
Nucleotide Scqucnce. and Physiological Role 

MICllAEL F. DUNN.'" SERGIO ENCARNACIÓN. OISELA 1,RAiZA. M. CARM1'.N VARGAS. 
ARACE.LI DÁVALOS. HUMBl::::RTO l'ERALTA. YOLANDA MORA. "'·"P JAIMF. !l.IORA 

O.•p1ndWlrHfU de Ecul•""'"ª .\f.:>h-colur. c.·"'"' d .. '"''"''!. .. ,,.;dn :ull>n' F;¡.,..;.;,, ,¡,. /l.'ilR>J:•"llo. 
Uni•rrsi<ldd .v ... -;.,,.,,¡ _ .. ,.,..,,...,,,u,, .. . \fr.'íin•. c1 ... rruo11n1. ·''''"""'""' ,\f,!:rh·11 

ll"~""d ;:tt Ma~ l'Nh."'--..-.:p1cd !'.\ Aur;:uo.1 ¡.,.,., 

,be Mocin-depcnden1 c...,._ ¡p,-nsvau: c:nbuX)la..c lPYCI 
(pyruq1c:CO'=' liltlU'l (ADP f<waU.n&) (l:CC b.4. l.11> pla.\-.. '"º 
imponnn1 anaplcn.•th: rule In 111•ny oirs-ni"""'· hy ca1:1l)<iing lhc 
carblm)'J;Uk•n ,.r ~h: 10 ,.,... .-akqee1t11c: (OAA). •hh:h 
ia uscd 10 n:plc:nish uk;1rhl..qrüc mrid o.")'CIC: in1c:nn..:Jia1c:1 u11o.·d 
fuir clh>rD senc:ra1ion anJ ....,... ..... (for TI.."'"iewt.. ~ rdc:r· 
enc:es -4 anJ ~).In haL.,C"ria. ol~C CO= ftxa1ion i~ CTitkal 
for 1hc main1c:nano:c: nf 1hc: O.A.A po.•• dunng i;n-lh 11n o.:om· 
pouno.lt. that are u1ilUc:oJ via ~Ce (l. :~l- AllhoUJh PYC 
fulRlb. 1hi• fun...,iun in rrn11ny ... ...,,,.cw (l. 13. -lb. ~l. NO. 

~!!:i';;:~~'c'~".;':}~ :.: =:-:c..:: ~;~=~z~~~ 
PEP l.."llrbuayl;nlC (PPCI (to •• "i7). ~ IWO p.uh .... ""'.'o ... rur OAA 
'"Y"lhe1.lt. are nol murnally o:u:t~. -.in<.-c ..orne h111c1i:ri.1 rn.,.. 
duo.:o: ho1h P"YC and PPC l Ul. 1 :\K. ""'· :'i:'iJ. 

In o:ulu1ryu11..•" uooJ .... me: pl< .. ry..l1o.""!o (c.i,: .• a tho.•rmurhilio.: 
lld.-ifl•¡s ... 1r .. i11 (;\;\\ unJ ro .. ,.1 .. 1ru.-.. .,. ~1n11lm1<• l~'-'11- 1ho.: p,·c 
holnc:nrym.: '" .111 o~ humu10:1narnc'í cump<....,d .. r 11;\. 1u l;tO· 
kD:;1 1<11hunil<1 (4). E:1..-.h M11'1mi1 p>lypi;"('lido,: conlilln• lhr .. • .. • 
Jum:1in• 1h011 wurlo. in 1..·un .. ·o,:t1 1u ca1 .. 1~,zo,: tho,: ""cn11l ro.:a•·111•n. 
""'hio.:h •""'--Un. :;1t> lllL" ... um nf lho: tw\• half-rc;i.:1inn .. !'oll<-n t>c:l.,w. 
whc:rc ENZ ro.:1110.:-.0.:nh 1ho.: o:nzyrnc. 

Mc:'· .... :ch.l·l..'••A 
MIJ.ATP + llC"O, • l!NZ·hOol.in == tll 

?1.lg.\.DP + P, .... ENZ-htulin-t.:o"' 

-~-C"~.;;¡;.p-;..Jin¡:. uu1h .. r. !lol;uhn¡:: .,JJr ....... : n,,, .... n .. rncnh• J., E ...... 
1 .. i;l.1 !lolnl1..-..-ulJr. C"cnlf" Je ln,.,...ui:-\on ,..,.,,., F•j;,o._-.. ,n J~· Nun'j:ct"" 
Un""'"'"'daJ N ........... ,1 ""'""'"""'d.: !'li.1"""'"''· A 1•. :"-••:'-A. (",,..,""'-'~·d. 
h.t .. rc\,_?to.1.:'"'"·"""""''7.1)1.l-~.l';o';fl".\Jl"7·:'-ll'W.11•·"u""'" 
rna1!11.klr.,.,..,: m•t..,.-(!•.:1fn.uno1rn.m'-

ENZ-hio1in·CO~ - ~ pyruvalc: ~ (:) 

ENZ-hintin ... OAA 

In ro:action l. 1he ATP-Jc:pcnJc:111 hi•nin carho.•~·fa:M: Jumain 
cafho.>qrhn""° a hlo1in prll'!llhctk .i.ruup linko.:d I<> a 1'p:o:itk l>"'l>inc 
ro:•iduc In 1hc httnin car~xyl carricr rnncln (BCCPl Jom.tin. 
AL-o:tyl cucnrynw A (ncc:~·l·CuAJ m:1j,·,n.: .. rcm;tinn 1 hy in
o.:rc111.in1 thc ra1e •>f hkart•un .. 1o:·Jcpc:ndc:n1 ATP clc: .... ·"l,?c. h1 
n:ao.:1inn ::. 1hc: BC'CP duntain dun;uC'\ lhc CO: 10 pyru .. ·;nc: in 
11 rcno.:lk•n c:nalyzcd t-.y 1hc: tranw::art-..•"!o'lat.e Jt•main t-1\. 

The PYC holucnry·rn..,.. hnm Psc•mf""'"""" ntrn11.-llt1lu .1noJ 
A.:•>1<>1><1.-1 .. r •·l1u•fu1"lii are cx.;c:plit•nal in ha,·in¡; "'" a.,.p,. Mruo.:
turc: in which tho: n t.uhunit (t>:'i lo.Da> cnnl.im" thc c:u1al~li<.: 
dom .. in,. ( I:!. .:!h."'"''· 111 .. ·untra~t to 1hc .... PYC ... ali ur whi..-h 
rc:<¡uiro: ur are ucti•·.itc:d l"')' •...:0.:1>·1-CuA 1.1.'. J<I • .1:1. tho: n,l}, 
PVC .. are full)" iu;li\c: in 1ho: ahM:m·e ••f 1hi' .. ·ffo.:o.:u•r 11::. :"h). 
Ahlu•ush l•....,10,:rioil P'\'C., rrum hull1 .. 1ru.:1urill .:la.....,,, '""e 
t>c:.:n t>IUJicd UI lhe l>io.:ho:mio.::11 omd rh>'§ll>l .. 5ic .. I , ...... ·el., 11 ::. 
l."l. ::fo. ."lK. ~'-'. -&Y •• <i;O;. hOJ. linh: ¡,to.:no:tic: dmra.:tcrinuion h.:i" 
t....,cn Juno.: an.J "ni>· une nuo.:lc:••Udc ""'"'lucncc for .1 ru1ulÍ\"O.: 
prnk;uyulio.: l•YC hn1. l>cen Uhlilino.:~I t~"7). 

Pro.:,inu" r ...... ulb fn•n' this 1.1\,.•r.ih•r)· lo.:J u" 10 h:ior<•tho.:.,i:~· 
1h.11 l''\"C pl'"Y'" :in im1••rl-'IU n•lc: in do:1.:nuinin~ if .. 1r;1i11,. ní 
Rl11:.,/•1111111·111 :1nd H... '"'f'••'' •tl,plil> "n "'cn>t'lk '"" l.:rnto.:nt;lli'o.: 
n•o.:1.11,.•li .. m in 'iln• t 17. I~). "'"o: ,.11,.,,,._.d 1h.1t R. ,.,,, CE;t 
do.:,·o.:I<'~ .. fo.:rn1o:n1at\\.: n10:1.1t>.1lism. ••lh :1 c:un.:••mi1ant J.:-
1.:r.,a-..: in ¡tn ..... 1h ra1.,. durini,: .... ·nul .. ut>.:ulli,·11li••n in mirnn1.1I 
1ncdium tr.tr.tt L""un1mnin,; "UCl"in.110,: ª" .1 ..._,, ..... ·;1rN•n """"l"O: .. 
~" tcrmo.:n1au'o: mo.:t.•l""t•li"PI ""ª" rr1.."'·cnto.:J •hc:n 1he mo:Jiun1 
"""'" ""rrlcnu~n1cJ •Uh l>intio nr 1hiilmmc. The rn:...::n.:o.: 1•í 
o:ithcr ot lho.~ >."ll¡1n1in,. in•"n:"i!~d tito.: •Wthi1iL-,. n( ,.....,..,.,,.1 .. ·.1r· 
l>\m-m.:1uhnlk o.:n~mc.._ "'"'"' no1.,hly l'YC :1nd ~ru>..110.: ;111.J 
'"'''~lular¡alo.: <lch>•h••~.,n.1...:.._ durini;. "'111 ... -uhi\a!Í\ln. Allhol\t~h 
1h" m.:11\ilio.: ... ••f .ill lhrco.: <-"nZ)mo.: .. v.cro,: marlo. .. ·Jly 1n~·r.:.1,.c .. I 
>.•ilh o.:ilh.:r .. urpl.:nt.:n1. l>in1in 1.11mul.110.:J f'YC 10 a gro.:•110.:r 
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llDIJLTS 

~ ....................... altkPYC' 
- & _,,CU. lkclluw PYC ':k"'"i'Y in "niin CE.J n. oQp1ir
ícuul!' dc.:tcd t.,. sio-th cundit1PRS • 17. UO. •·e cxamine-d lhc 
c-•CC"1fl of cullurc carbon M>Ur<:e anJ bKlfin 1oUppknacn1atkon un 
the produc:tion uf PYC 1n thisstsain tTahlc: :!J. In ('l;llfl aalturcd 
in MM .. ;1hou1 adlkd bK>tin. P""C ..-ini1~ .. ere ::..7-rold 
hl(lhcr in JJYfU>.'iUC lhan in ....XiNllC ... h1k slucuw:-¡:rown '"1:Jlfl 
had an in1cnncd1atc lewcl ur *"*"·~-. Supplc-n1a1ion of the 
mcdi" •ilh 1 ... or hiu1in per mi incTI:-d PYC -.:tiv1ti<$. 
rdati\.C to UMUppktnented MCd&a. .. ..2-rold in M11Xm .. 1c. :!.8-
fokl in .I~. and ~-"i-fukl in ~"lllC- In a:lls aruwn in 
MM-succinate. a biotm .. -..--.:-mn111iun ur O.:?S ns.'1111 "'ª" suft\
cirru au induce PYC M"U••iry In ~•r·mu.imal 1.,,,.._.l., tTuhk :!l. 

For Lll\C" ó!• 11 •tandard on W~tcrn t-k•ti. P't'C •as ,,.ni;tlly 
puritk:d ln>m R. t!tll CE...l t.,. ion-c.tu.""h"n~ c:hn>m•lo¡;taphy 
( J.a ). On Wc:s1cm blof• dcvc'°f'C'd 1t1 dc1cc:t ht&11inyl<11ed pru--
1eirn. lhili prc-pan11ion pve •n inlcn"'C" h11nLI •h1.:h misrntcd 
•ith an •pparcnt mokcuh1r•cip1 C1t.l'4'1ur l!U.ouo 1F11i!- 11. 
In hlol!> ur O:-!lllTaC"'h rrrran:J fn"'1 a:lb ¡::n-n In MM·SUl.'Clft!llC 

'i!: 
4 51 "°"' 

'H 

t-10 1 l.fl.-.."l ••l .,ullur.• ..-,,,,,,,,, l>~ofm ..,,.....,.,,,,,,., .. ,~.., ,,..., lh..· P"'"4'-'""' 
'"" ,.,_,,,,,.,,,..,, .. .n, ... I""""'""""' ·n H .-.u l L' n .. ,,,...,.,._A<n•ttl" r<•·•··..,, ,....,., 
,i.,1.-.,,·J•""" ~""""'"""""''..ic"''""' .. ''"""' .. .,,, .. ,. ......... ,,.,.,,,... 1 .. - .... 1. 
..,.,.,,,.., .. ,,.J r•·""~'" ·•~...i.. .... "''" .... ....-...,..,~, ..._ .. - ................... .::. 1~ .... 11o 
r•"""'J R ,,¡. r..-c. 1 ,,,,_, ''"'"'•·''"" ........... , ·~ '"1"·--· .... ,. ,,,, "'"' 
'"""'~"''"" ... ~ ........... ,, I"' , ....................... u ............... "' ...... ,"""'"~··· 
•U•,.. .. 1, ....... ,.., ... SJ..ii.. ..... , 1 ... , .... _, .. ...,.i .. ,., ,..,-hl.....t..·.1 .. ,,,, ,,,..,~.,, 
,, .... 1r•• .. .:m 
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TABLE~. E9'cct or _,..,,___~a.~ ""'"° ... -cM1y~ncr....a.,.. 
.......... 
SlanJ.rd - p)'Tuv•t" 
SC•rnJard - ATP 
SlaanJanJ - Hco,-
Sl•1•nJ - MJSCI~ 
~--.:ryl-CuA 
Slu.dud +- ::!: ,.M '""'Yl<'nA 
~+-$j.1.M_,,.l)'l-<'•>A 
Sr•codard + ::!:O ,.M ~l]ff.c"oA" st......,.. +- Ml,.M ~-CuA 
.. .-..krd + 3•1 ,.M ila:tyl-C•>A 
.,_,.,.. +- 1 mM L•A-p 
__..,... +- S mM L-Aap 
~.,.. 10 mM L-A-p 
.._....+-llJmM::!:.00 
..........., +- 111 mM 1.-<Uu 

·-E 
E :.: ,..., 
:= .... ·-.. .._ •-s.d re.-. ... - -'--• #-!'..,..._._.. 

=:t:.;;:·1~::-M~.Kt~~~.:4::!..':c~~.( .......... ...,....,..._,11.$U;_.,._. .. _.,. _ _... __ ,_ 
:~~ ........... _.. ... 11 ... ......_ _ ___, ___ ~~ 

.. o...,_ .. ,.., .... .,..,. ... ..,_,,....,......__,_.. __ ~~--~ ..........,_ .. ,., .. u..,..,....,._,,.....___ •• _._::.a,._,. 
---S""""""'"'" ~l'Ol..._ ........ .,""1ccud 
"~• .... 1llloreM"1• ... -..eo•..._,,.*' ___ ..,.._....,._. 

wtlboul ~dhiottn.PYC~ ... ~1 .... ...-rut 
the tOf•l l:tKMin-cunr•ini .. ~~ • $1-11.0. pruk"in 
e- 11e1ow) ~priwd thc ~ar• .._~,ni.,... ... 
tcln in rtw .. mple (Fi&. 1). a. __.. ~ fn.. aelh 
cullurcd in rhc f'l'rlCIX'C uf ......... - ....-.,- Uf" PYC P"Jlrin 
i~-d s.~ruld (Fi1. I}. • hittJ~ ~ '"'" tk 
4.Z·f1_tklincn-.. toe in ctu)1tlltllc_....,..._..._.,r1W
«JOfld11inns (Taltfc :!J.~'......._..~-...-... pm
tcinll •ilh MWs .. r SI.DI ....... ..__.~~ k• c...,,. 
dct~ct~ ic-h ..-Mn c:clh ~ ..-.. la biol~· 
ntcnlcd mc"dium {Fi .. I ). e,-_...._._..._...,.. PYC ..t 
lhe SI- .11nd 1-&·kDa pn:>l"ins ~ ._ 79. 19.4. and l.h':r. 

r~;:~v:.•r¿¡~,¿~ :~~::.~:.==.:::.::;..~·cd 
wi1h l 'ffl hiutin. lhc quan1iry nf ........ .ia rfll.o n.cd .... ., . .., n-· 
dua:d •u.-; 1111~r IK h uf en_._ CJn •·cw~ ........ pn.-p;orcd 
fnlfn tlww cullure,.. !oopccilM:- r.-lio:llClft,ft- í•• PYC- and u...- ~I· 
a11d 1-&-LDa hund,.•~rc in 1ho:- ~..,,... .. •tt.1•••1C"'JK"-OD"' 
mm::. •hile h;1<:k¡imund r..dio....:tftily irl -"* N.m.Ls. P"""" 
p11rc:d "" d~s...-nho.·d in Malcri.:lk aral """' .. -.&... -.circ h,.---. lh<ln 
J<:i-uf1ho.._,alue,.. 

. lluf,,..pyc wa,. 1n:crpn_,.-:cd -.-.._ Krain CE..1 c1onlainin~ 
phl\mid·l•nrnc cnpk-s ur thc llt. ""* ,..r (pl"IC"I: T.-hh.- 1 J .... 
lf.fnwn in hinrin-..:t•nlaininte: mcJi&. ...-.C ~ -- f'Urlf1o.•J 
12-fold lu ;1 "í"'!t."ilit.• ., .... ¡,.¡1y uf" .:?._-&7U _,. rnin mi' or prnrcin. 

~~;:::fi~~~~~~~~=~~~~~L~ 
rc1,.incd -l'"i or ih 110.·liviry rc:La1"'..: 10 that lll<:"Mff1L.-d 1n rhc 
.. 111nd.anJ "'"''"Y (Tahl~ .11. ,_.,._ ,...,._..a....~ o.-ak.--ul••~ thar 
1hc uo.-cryl·C"nl\ o.·unC"l."nlr.uinn ~ i.... llaff·rna"i"'"'I -.,¡_ 
valutnuflhc ~n¡eyn1c ¡,.M.KJLM. TlrcCft.r!.-•- inhh1cd.~1"";. 
I')' 2.H n1M l •ll'<f>.tMlllc hui • ..,. ..... in~~ .:-.•1U'l!lul.11r.tl~ 
,,, 1-,:lu1mu.11e f 1"<1l•lc .1). Wl..:n Cl~.lrPC""I •"''" i:n-n in !t.IM
,.u~-..:111111c l11~·i.h111 l>i••l111. vinw.I~· aU ,11111h.:- l''tC pnodu......:d •a. .. 
pro.-...:n1 111 1hc urn funn {l·U. 

~ .... ~ .................... ~-
,_.----. Pu1111h·cp:o""C"" mu1oants-~ M:leoc1cd_rrn•n pllpulu
'"- tJI TRS-rnoh-•:nnlainlnc a.-• 1111 1hc hu~t .. uf 1hc11 in
.,....,. IP IR- nn '<•li<J MM·p)'hl"\"•I~. En.eymc .. ,..,..y1; shPW~d 
11ta1 h!Kl dones ftlÍ 611J7 M:tc:cncdJ wilh lhi• ph.:nurypc iM.tla1cd ''°'" R. ,,.,,,U:i cFN.:w wcrc hn1h PYC nc¡.111u:. ;.m<J une. 
M~ ?-176 (T•hlc: 1 J. Wól§ u.cd in funhcr .,1udie ... For H:. r1l1 
CEJ. ~•I cfonc• wcrc ~ned Uld 3 hu•·ing a pyru,·a1.:-

~r:~ ;i¡c1~~~':~ª~Y~ '!.~~ threc done ... unly 

~""' nf a Tn5-moh prof1ir .. ain .. 1 /;.°c'<JRI rruiimcnu. 
tJI ~ic DNA prcp..rcd fr.llD lhc P.'>T' mu1.inH und 1he 
~ ~ W.O..ed 1ha1 racft mut•nt c:onlain"d " i.ln1Ji; 
,....,...,.. .._...nion. 111M1 no h)'hr:idiul'™1 ....... 1tto.C'IV&:'d apln .. 1 
ONA ~ fn"'1 1hc par~nl •lrains. Thc h>hriduina hnn.t 
._ _..... 12-53 ..... uppr•1'limalc~ H.!'! kt>. "'hile lhill for 
--.. ::!-176 _..,.te.U lr.b. By c:orn:h11in1 lhe •izc nílhc hybrid
ihll9 ~nt fl'Oftl R. rrli 12·~3 wilh 1hc rc .. 1ric1l11n cnZ)·mc 
..... uf pffPDSa {Tuhlc 1) f-&7}. "'e> ro11nd th.al thc DNA "ur· 
~ 1hc trncnitm h<td lhc .. rnc 1L"Str•~11nn .. 11..-~ "" 1ho.• 
~ lt rlli P.'r f-&7J and rhul 1hc in1oen1on •ile •••<.i• in u 
~M~in~ lo lh,.O.Hft-lr.hE,oRI rr<.iJl:nlcnt nfpl'C 
(-...C Fi19. ,..). Whcn ind1¡icnnus plasmkb from 1h.:J>:1r rnu1an1 .. 
~ wpapl"d un Ec:lr.hard1 irch and hytoridi~cd .... ilh Tn.'f
_... _,, Mt.ridizalion was •lhM:-"'rd· A• 01 ptll>ill•·c cunlrol . 
pe.mida nilla1cd frum 11n R. rtli m111anl .... hh u Tn.'f.muh in· 
.ninn ill •- h pi-id (f> 1 ) .,...-re run in lhc sume 11el unJ ¡:a• e 
•......., ~iz1uit111 sitrnal (l'I). 

Thc Tll.J-~lulnin¡ DNA fr~nl,. cluncd frum borh 
_......., ~re aruiilyzed t., panial !tequcncini;:. Thc in..cniun 
ailc i• IL fn:Jlpi.-1 2-176 .,.a. approcim•lo.-d as d..-....-r1t>cJ in !\l•I· 
tcri.k Uld Mc1huds and ¡,. 1,.•,uim01tcd 10 o(·cur appru11im;1l..-I} 
mkhw•y In lhCP')r t.•po:n rc'"-'in¡: fr•mc (I~). Th.:- in...:rtit•n ~·r~ 
in R. rrfi 12·~.;\ is 'cry near thc ~· cnd ur 1hc ttcne (foll•-1111! 
nu...'kucidc J 17J •nd i,. in 1hc: .,.me E .. oRI rra¡:mcnr prcdicl~.t 
by ~lion •nd re,rri'"riun enzytne rnuppinl!-

On--.h nirvc~ fvr 1he mu••nl and p.ircnr .. ,r,1/11$ in 1\11'.I· """""ª'" ( 10 mM) .. hin\: 1ha1 •he mu1;¡n111ur cilhcr ,.p.:i;1~s "~rc 
_.,.. 10 an- nn lhb o.·;utlon """''ce c"'·•:~pl "'hen il ...... ,., 
...,....._n,,.d .... ·i1h 1 mM 1.-a•run~re (Flg. :!AJ. In MM-l!lu
~. lhc R. rt// and R.,,.,,.,.-¡ l')r mu111n1• ¡:re"' ,.,,...,.,} nnd pille 

----------
" 
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~ . 

f.l<O :. (in-ti• "I HI":"'~""' .. ,1.1 ... ,.._ ... no.Jru mul .. llt .,. .. ,.,. 1n \l\l·r-ru· 
••1..-1111m•fl•11ll .. ,..t .. 11h"'" 1 m\I , ... ...,...,, .. ,., 1.\1.1n.11n \l'l.1-~I"''-· ''" 
m .. 11 011 .. u.un•,,._ .. -.¡,.,.,.. H otlt C.-1 • ld•-·•I &lfd•·•1. H ,.,.,.,., 1 1 '.:'•~• 
'"'!"""'"•"•":•l. H •"'" '"' ""'''"'' l.:'·"·' .. .,... . ., .... _._,. ~"'I H ,,...,~. t t•• "'"'·"" 
:_.¡...,,,,i..,..,.1,.._ ... I !<>•mto.•l•IM r>->"d ."\ ''"":i<"-•h•nr-ru• .. , .. ._,..,, .. ,.,,.,., ...,...n .. .., ...,_.,,.,..,,,_.._ .... 1:.•• .. ,... . .,,., .. .,,1.-...:.11 .. 
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FIG. 3. Gn_..11 ... lrr.,.,,,_.... .. ,_CTJf~~->hla""'--am 
IZ·,ll<tpen'")...,t.ohldvnn.-.,. ... .., ln MMn-..,...,..,11 ... 11,1 ....,.,.,na.., 
_.... .,. --• 1 •• ... .._>!.., f'l'1' ""'- fAI Su.. CF-1 •01hoaul .._,.,.,, 181 .. ...., 
IZ·'J _ .. _ Noolon: ICI .. .,. ... C"F..JI _ .. ._,...,, tPI .,..., IZ·5l ,..,,, ..... ,. .... 
=,;':..,~ ftn.I --..i1ure: _...... ._._ -..ltutt: 1.....,.ko.. ,..,.., 

ftnal ceU yicld• of -11 anJ :wr~ in ~rU.un wilh thc rc~
tiwc parcn1 uraln• (Fla. ~H). Suppkmc111•tk>n uf thc pyruvate 
or ¡ducu1.1: minimaJ medium with triu«in ( 1 t1-1tfmlJ ur thiamim: 
(IO i.o.(Zlml) did nut alk- .~h oflhc mu1 .. nb (l<.I). 

Durins -.:1'1011 su~lln·a1ilwi in MM ntntainin¡: 1 O ot .10 mM 
"V«"inah: withuut adJc:d hiotin. thc R. trvplri parcn1 •lrain 

R.,.,¡¡ 
C"E.l 
1:-~l 

R.'".,. ... CFN,.. 
:-t7f> 

"'-'-' :!'. 1.7 
"'·"'-"' l.f> 

'~:! ~ k~ 
'"A"""'""" Af"rh¡i..,.., ......... ..,; .. ,c 
..... A. ........ ,. .... ...,,...,.a1 

u_:_,,,11.1"1 
1.l.tl:!:l.f> 

.!..l.ll:!:l.f> 

7 .• • _,,, "·"' 
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FIG .... """""'rin """ .... 1~w.. uf Pl'l.." ro•.._..,.. ~ ,...., Rh~ ..... ,.., "'u• 
·--~-•••1n..r:cu._..,,, .. _ .. ....,.,.,_pptenwnlcd-.Jo;o 
-~ on Ma1crMh- ..._,...,...._ TM po-•-otrl'r: 10nd oh., 11,..&0.. 
,........ ..... -aard ª"' .-...- :!lo.llmpk- i..,....,,..,,., --d •••h 1:_.1 •• ••I ..... 1 p--
__, /l!>'C" mut•nl ~d no di•crcllCC"S in •ru.th ratc nr final 
ccU yiekl ( 19). In MM cue.1..UW.a IO ( • .,,, °'" 30 mM (Fia. 
3A -9 8) suc:cinale without addcd biolin. R. t'tli T':'"C" mu1¡¡nl 
l.?·53 dccn:~ it• sn-1h ratc in • -r simU.r to thal 

: •::,r:•¡.:~=~n¡.!:h ~n~~-M~a:·~~~ 
s.._ -.:11. with thc mu1an1 havU., ~ a sUefttly 1.-,.. final 
c;cll )'teld in lhc íhird auhc-ultun: (l.,,). Undcr lhct.c conditi<"ni>. 
dU...eric .upp&cmcnt•tiun of 1hc MM •boo all.-·cJ auod 
pwwtb of s.1ratn 1.?-53 in suhcultunes (19). A ph~os.iuJusical 
dJcd al thc ~ -•••km in R. t'tli •- nwc:h ~ apparc111 
......... subcuhurina: in MM t;Ualainins .lO mM •uccinalc. in 
,...... case addidua pf hklcin to thc mcdium aJk-IC.!J amtinu· 
... puwth or thc p.tn::nl ••rain (Fia. 3CJ hw« nt"I of thc mu111n1 
(F"•- 30). "lbe c•cc:t of thtamlnc supplemcnt•llon on 1hc 
an-th ul the mut .. u has not hccn dl!'tcnalncd untk:r lhc-'IC' 
cuadl1iuns • 

......,_ __...... .. -,,,,.. ---.. Pkliminary PYC ne· 
livil)' _.,.. uf ccll c•trac:i:s. dclec«cd a k- to intennediatc- lc .. "C"I 
uf -.pparenl PYC ac:tivil)' in Pft"P"l'atk- fn>m holh P.H" mu• 
tanb. We thcrcft- ..... )led PYC In • .....,, rcOK"tion mi•H"c" 
wilh and •1•1ithuu1 ATP in ordcr tu di•cren1iluc true. ATP· 

~~~-· .:;.~~:!;!z, 'Ptt-·:;~ .. =~¡:~~~ ~~"';.1~~-
ura1n,,_ in cunnao;t lo 1h4t oí •he p.trcnt strain ... was nul si&niC· 
icanlly den-cu.c-d •hcn ATP w.- cJICfudcd rn111n lhc aua:!o-.. df 
cdl r, ..... 1cs prcpared rrum cella an-n in PY ur MM-11ua:in11tc 
(Tahk 4), indlc:a1in~ lhat lhls aJJP9ren1 PYC ~i .. ·ity i• ac:tu11JI)' 
duc tu 1m A TP·indcpcndcnt enrymc ami not 10 PYC. Thc laca.: 
uf detcc:tahlc. hM11inyla1cd PYC Jll'Ol!C.!ln on Wcslcm hlnt1> of 

~:::::.I ~pa~j~j!:sm .. ~h:c~~~¡n~r.~ i;;:.=:::.~~::::.~I~; 
en~ wcrc ª"""''°cd 11nd dad nut Ji•er s.ianificanll)" in 1ho: 
mu1ant1 and their r!C.!~live pa.Rnt o;1rai'" (Tahlc ji). 
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a_...... .. ...... ..... ft-C.-._ ........ 
Pla..cniJ rPC tT_., '• - ¡,..,utcd from mt R. rtll ¡cnnmic: 
DNA Nnl.:. ••n 1hc \'l;a•i' uf '''" ahdiay Ul rcslotc lhc ~"T•-'lh 
ptwno1ypc ••Í R. rniptc·i .!·l7b. "' c~-ic:d. lhc: rrcs.eno=c o( 
pPC in cilh"r P!''-" mu1:an1 ~-t7to P4" P'T muuon1 l~·fó'.\ rcsuwed 

~Mi:::::!a~.!"~"m~::"~n!:n!!':'~~:~:fn.lr~:·,~, !: 
ATP..J..!p;:nJ..:n1 PVC :11:tinty JW<-.dui;:eJ t>y 1tw l."4.1mplemcmed 
H.. 1n.,.1.-1 mulilnl •a• K4 U-ma u( prole1n. or ;at>u•n rv.ofnh! 
h•1h..:r th.&n th.&t uf lhc pa.-cnt .tr.&in 1T:ahlc ·H. Whcn pPC v.as 
innuJuc:c•I in10 lhc R. rrli mutant. thc ATP-dcp.mJcm PVC 
:11.•ti\I.,. '°'ª"' l~~ U mauf pnotcm. ól 7.6-fuld incrCll'W ~et lhal 
pn..tuccd ~· 1hc l"'r""' 101raln tT01hle 4). In WcMcrn Nuh <>f 
~-cu cc1r...:1"' rrc:~rc:J fn..n thc 1."4.•mp\cmc:nlc:d mut.1nu. lhe 
PVChanJ. ahw:f11in1h., mutan1 ... w;a" ro:,.111n:d {Fi¡; . .&l. Den· 
t.iunnclric '-'u.&nt11a1iun u( 1hc P"l1."C prtu.:in rro...tu . .:c:J ~ 1hc 
l:OIT!plemcn1c:d mu1anb relat"-·c 1u 1he paren1 •1ra1n" tFiy... .&) 
r~c:aled '.\.:::. 11nd 6.h·h>ld increaw.. ... fur ,-.1ra1n,. :::. t 7to rPC anJ 
l!·.c;.'.\.rl•C. r.:"'rc~11..-ely. Tho..-..c "aluc:o; :are in faitly c:\~n.c a¡;ro:u
mcnl vnth lhc in..-rc:aw in PVC: .&1.'1i\ity .S.:1crminc:d m 1hc 
cneymc ª"""':0'· 

Thc: gn.wth rhc:nutypc:" and PVC ac:ti~iuc"' uf the H. ltt>(lfc·r 
mlllan1 c:nnt .. i1un¡; .. ut-.:k»N.•, nf rl'C ar.: .,juw.n on l"1v,. loa. 
l•.1nial nuc:lcutidc: ...:o.¡ucncini; ul '""'RI fru~mcnh dc:n .. .,J 
hmn ... u~lon.: rt'Ct indicalc:<I 1h.~1 lh<: ru1auvo: PYC..:0J1ng. 
rc:!Jion '"'"" ltoc:atcd in lhc :\• huU uf lhc: fr.1wm1.·n1 •• md .... ~. 

i~,~! ';:'.. .... ':,~~;,",;,'~¡~~',':t!~f~~n ~~~~~~~d.!~~,~~;·r,;:~h~~~t:~~ 
1~..: 1' rrcJu:lc:d tu.,n..:n•k a rro1c1n nt 1.1:".& amino .11:1<1• ... llh 
an MW uf 1:::r:..1uli. "'hic:h '" .. ,mil.u 1•• 1hc: "u1'uni1 !l>IW uf 
1.:11.11111 c: .. 1im111ed ~ SOS-pul:-a1.~lam1dc ~el c:lc:.:unphnn.•.,,., 
IPAGEt 11-';1t. 11. Thc ru1aliu: 1m11;ihun 1.·ndun C11CiJ '" rrc• 
~"Cdc:d ~" nh .... um.11 hmJi11i; "º" ""'i""""'" tGCi"CiG (:::~)I <1 
nuc:tc:u11J.:, Uf"'Uc.om. 

H. ~.~~;~·:'~-~.;·~~~~·l¡~-.~11~·~.'.1!~~~;.~.·~~.~~-':::;~ ... ~~":.~~ .. ~h~!.!,~~ 
"ª' ... '":O'""""' ""'I"""""" •n th .. • J.u.,hu .... · .. 11.&1. Th.: dc:ducc:d 
11minu m:iJ ....,~u<:nc:c uf 1hc R. ,.,,, ,.., , .. .l.l' ~ 1dcnti.:¡il '" lhill 
uf lhc> ru1;ou~c .\f.,,J..,,·rrnHm f11,_,.n,./o•h PVC und 47' i idcn· 
u.:"1 ,,. ............ ,..., ..... ••I i-. .. 1h :--=.••1 .111.1 hum.on l''\'r .. t f"•~· 71. -rhc: 
' '"'''""''" •• ':°-·, .. 1.,1111 ... 11 h• 111..: 111 .. 1 !h .i1n1m• ,,.;id r..-..1· 
duc .. ••I lhc H '"'"""''" .. t'VC: '""""1\y <lctc:rnun..,J t>~ .,n11110 

:,,.~'!,.u;:,i~!i~~~~t.~· ~.'!~1h'':.!"~c:~,~~~ 
i.nd human PYCi; tt-.11h o:untainina l. t 7S amino -.:Kk lnc:ludinlJ 
thc lc!Mkr -~n.."C) and the putath.-c .v. ~11osiJ (t.1::.a 
rcMducs) PVC tFlg.. 7 :and lt). 

A cump;tfiMm "' r.111".ltóltc-hlndlna·'Lilc "'"Hh i".' thc R. rtli 
scqucn1.-c lFi¡.. 7) with th<MC fl•md In n:lalc:d putc1ns. h. mr._.n 
...:hcm.&tk:alt)I in Fi¡;.. ll. In tM umino·to:nnin.11 -w-:nt uf 1hc 
R. r1t1 PVC. thc hc-pe&Mldc: OCiGGllG matehc1o 1hc GGUO 
(ILK'IO wqucnc.:: fuund in .U hiotin-.containlna ~ (flo7) 
alMJ is t..:UcYrd tu Cunc:1iun *"' ATP ........... ,~ •t tF ... 7 and 
MI. A ,·arian1 uf thP moctf •hl' oc:ain in c•"'-f\t ¡' 1e 
.,,nd1eta...:. wh.,_,h ..t>un:s. .... .-.: ~ic ~n- •ilh 
PVC ("4) tou1 ~ -" rcqtlin:' a htot1n cafaickw (~t tFilJ. M). A 
C,.-..tC'ÑdUC tCY"-::37 (Fi;.. 71) l".:..-~to:?: ~dl'Mn
stn:am uf lhc ultimatc: Gt,· ~uc: in tM Mlc and k todie-..1 to 
hc i-ih'cd in tM CO,: .._...,.. n:adk• o.-a&atyzcd hy hil:Rin· 
dqlcndcn1 e;nhonyla1"11:!> t11~l (Fla. 7 aAd ll). A t11:a-' rr,iaQ 
ptup.cd tu he: inw>hcd in ATP t>indlnt k ~ ill ~
~ti: ~lhctaw: _.. h'°'in~nl .:~ 
(Mlllftdis.._.~rvt:"CfiillttlEll.rffi~tFia-7l-l"tllc 
intennc:diatc tcsk>n u( lllc pcntcin. • pat•iwc "'""1•W~ 
cnntir. FL TEDP'*'ER. hu at&nilkant ..._..,_ wi1h ,,._ 
faund in thc ,,..,,_.~ do-m. u( .~.,.., ... 
yc•.t. anti human PVCs. (FiS- 7) as -11 - di tW f'nrpioniluc
"'""'" si~ S• ,.uhunit c,f tnunc:•"'"-'.\i- (F" ... 8). Tryp
u1ptum ftu.~nc:c ;,,tuo.l~•ith traincuh.'llqrl- indica.te thaot 
thc Tr¡i 1'C:•lduc pre...:nt in lhi11. m<.1uf i• ift'-t....,,.cd in py1'VV•tc: 
hindUll- (.;14.1\. In thc cart.uy·tc:nninal tJCamcnt nf thc e~. 
• puta1i11c htutin-h1ndina Ulc: tAMKMl S. tdo:n1ical to ..._ 
foundin1hcu1hc1' PVC•tFia- 7)11•wc:llas1hr: llCCP~inr. 
uf '"he' hillllh1-dcpc:ndcnt c:RZ)"nCS (Fig. ti). llcainni~ :?"'ni-
ki"'" Upi.l•C•m oC 1hc hineln}l-lysinc ............... P'VC -· 
<IUCllCC• (Fi¡.. 7) •nJ in lhc a ,-.uhunit uf ('1'UIJklinyl-CnA .:ar· 
..._,~laK IFi~. Ml. il l'X(PIA) scquenc;-c uccurs; thi&tcquc:nc:e b 
JW.,.._d In he in-.•1'YC:d ill thc: rec:ugnidnn 11nd h;..Mi.nylaliun uf 
lhc r.;..>tin c~la!ICS (32). 

~k.....,.._ ...... ~---- ............ At 
1111 time P.°''!'"' ..,.._.,-cd. thc s,-mhio1it: ~·o( thc R. nli 
:and R. rn'f"('I 17''<" .. irain• _,.., r.latKtically 1ndiMinsul,..._.. 
frum •h<- nf thc r.1rcnt 'train" t>y thc o..--r11cria o( nitnJFn 

a....-·----e-:--· -
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fiulinn aaivlry. numhcr uf nudulc• fonncd. and ftOdvk •nd 
ploant df}· •·ciahu .. Final ~ yiclda of plan1s inonalalc'd with 
lhc mutant ur p.11rrn1 lifrain:s •ere imli11insui,.h:1hlc (40). Mi· 
nomymhion1s is...~afcd frnm nnduks at all time PI""'" R-talncd 
tht: cxpcnC'd antihiotic reaiaiann:a.. 

PlllCl.IUION 

~in 1t1m .. 1a1e1 thc sn-ch nr a "·anct:i-· ur , ...... ,._in¡; 
1Ur1:n#>i11nr "~C'i~ undc:r hd•uroatory condttlllnli f lfl. 5'1. M1. 
and thc cn~mC' :.n"-'ilics. ull"L-ctcd ~ lhi" vit11min """-e ~en 
inVClilipred in R.~¡¡ and R. rrnpu·1 f l!O. ~·e n<.- c.icnd llk."C 
t>hf.ervati'-'M t-,.· ,.h,Mina 1hat _in tt101in·1upplC"mcn1cd MM. 
R. rlli CE.l prndUCl:'I 1hrce hiolln)lalcd p.•lypcp1idc-.. the J~J.. 
Ir.Da PYC 1uhuni1 and thc .SJ· nnd 1-&·kDa prulcin.._ nci1Mrof 
•hich •e!' ha\c idc:ntiflcd fFig.. IJ. Thc umdc!'nliticd hiintln rn~ 
lcim. •ere alW> produccd ~ PJ.T mu1ant "lrain l.:!-5.l f l.&J, 
indiaitln¡t that 1hey 11re nnt dc:(lrad"IH>R prndue11,. uf PYC. 
Üln1cu 1•f R. 1'"4'1<"1 cnntaincd hiot111yl111cd p1u1c1n'" •ilh "il'e.. 
"Tf}' ,.1m1l:1r to 1ho<oe prnduCl:'d "'>· R. rtli ( 14 J. and ho.'<."aU-.c thc 
,,.. ... rnuranl .:!·17h lackeJ unl:-· a l.:!IJ..l..Da prulcm prudU<:"Cd ~· 
lhe •"ilJ-typc .. 1rain fFig . .&1. 1hi1o prntcin prnhahty rcP"'e...:ni .. 
1he P'\'C~utouni1m1h1s..,po:o:ic... Thu"- •I :1pp.: .. n.1h011t 1hc PYC .. 
ur R. rtli und R. """"" urc liimil;ir in .. ;,e, Thc n.-...ufh uf uur 
hyhridiz;niun .. 1udie .. ind1c11te 1hu1 th.:- ,.,_-r ~ene' ln the-.c "J"C'· 
de• •re nn1 hom.:- un any of thcir indi¡.:cm•u .. pla .. mid .. hu1 urc 
inMC•d chromo .. .um•I. 

\lt'h.:n .. u.,in CE.l "'"" ¡.:n-n m !>.l!>.l· .. ucc."1n111c •ilhuu1 
_.JJcd t>lulm. PYC "'"" ca .. ily dctcc1cJ in \\".:..icrn hlur.. hui 111 
a J""°cl (lf fe.., 1han 3Y.1 of thOlll pnlduecd in hin11n-cun1aining 

culture. (Fis- 1 }. Our da1• *- thllt An:in CEJ can c•C'CliYcly 
1.akc up CUJSCno&laly t1upplicd toto1in from lhc rncdium and 
incorp;.r1ne it mio PYC •nd thc othcr biolin<ont•inins ptu-
1cins. ~·.:r. undc:r tome c1.1ndilion11 in whida t>iucin i• lim· 
idns,. 1hi1 airain appcan tu f'I"•~ insullkient hinlin 10 fulfy 
""°'inylatc PYC fFig. 1} (1"1). 11 H. lmport1mt tn nocc _.,., 
lincs of e\'MknCl:' 11ugcs1in¡ 1hl11 R. rt/i CE.l is nnt • hintin 
•UMM:noph. (i) Thc ¡µuw1h arrcat .~d whcn 11train CE.l" 
wthc"ul1urcd in MM wilhout ~d hiintin o-=cun. unly af1er niwn 
~ .. tvc li.Uhcultur. . .,, (IH. 19), ... hcrca" hintin aull.l•lnoph1o 
w- no• ur ""CI")' lilllc ¡.:n-lh ""hcn in.ocul.11cd in10 tncJ1um 
lac-king 1he vnumin (:::!~. '.'i'J), fiil RJu:olwum mrl1I'"'' 111::1. lil..o: 
N. rtlr CE.l. de1CTc•11e• ih ¡:n-1h ra1c in •un-cn.ivc MM .. uh. 
eullur.:-.. in thc .. i-n.:.: uf hioun flH. 19). Nc .. cnhclo..-s. ... t.lrain 
111:!1 i1o " hi.,.tin pn.tn1rnph fn- •hich scncho;ally dclino;d 
h1u1in au,.utrnph .. hau: hccn '"'ola1cJ. Tñ.:..._• uu .. •lruph .. .tn n.U 
e:~ in rrnnim;tl media laclr.in¡: hi1•tin (.:'191. (i•il Thc ...._"lnir:io·oí 
ao.:eryl-CoA 11.·arhn~l1t"'C. u h101in·rcquirin!! ,....,,,...... i1o m.:1in· 
r.ain.:d in R. -r-111 dunn¡: t.uhi;ullurin¡.: 1n ""fM 1 .. d.1ng hit>lin f INI. 
""~''"'ting thnt .. unicicnt hHltin 1\ r..:inr. pn..iuc.:d 10 m.ain1.ain 
thc cneymc in i¡., ut·l1"c fh1utin~fah::JJ fnrm. (i~I l"imcl..: ac1J 

!~~1~!!p~:~~!~;."1!~~~¡~";:~ ~~~1~11~,.'.""¡.~;';.:~.::'n 1i':a~:·:::,~.:~~~?~ 
CE.l In grn ... in .. uhcuhurc .. ( l.&1. TI1i .. l1nJmg "u~.:.,.l!o 1h.1t 
R. rtl1 i~ c;~p;1~lc ul .. ~nlh.:- .. i,ing h~nun de "''"'· Cullccu .. cly. 
tht-...:: data 1!"'J1ca11: 1h11l ll. "''' CE.l 1 .. ., h1u1in pn•l•llt••rh.•hkh 
rt•¡.:ul.uc .. h1ulln ")nth ... ..,,. (••t lhc t•ftk1cn~· uf il" li!!ulmn t.• 
h1olln·t.:-,..uu111¡; .:.arl>o•">I_...,.. .. , Jun11¡; .,:r1-1h un .,u4-.;111111c. \\"" 
nPle pun:mhc11c11lly 1h111 thiaminc. wh1ch can .. uh-.111u1e lnr 
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hi11tin 1n m.un1<1inín¡; iln 111crnt•1c mctaholi .. m 1n R. r1!1. ¡., a 
rc:quircd .,.,f;u;h•t fur thc t>iutm ":!-lllh;o..., nf E. roli U•I. 

Thc hi•"'"h.:mical J.11a pr .. ._nto:J .. i..- 1h.u lhc R. a•tli PVC ; .. 
cumJl'U'""d uf .. utounn .. ut appruum.11d~ l::tl LOa. and aul) .. ¡,. 
uf thc cnzymc: ~ _l!cl chrnm .. u~rarh~ mJ1c-.. 1c 1hat 1tw na1Nc
CIU)TI1C ¡.,, aprm"mólkl~· .. tu kDa f l!'i). Thc...., data aR.' c.,n .. ,,._ 
t.:onl ... uh 1h., .:n~m., h'""'"¡; an ...... uu.:tur.:-. Thi .. conc.:lu•inn ; ... 
.,urp.•rtcJ ~ 1h., hnJ111g 1hat thc r.111iall~· ruritkJ PYC tTahh:: 
~I ha" '"'l!ul.110~· pro¡1.,r11.,., .. 1mil;ar 1n 1h1r.c .,f m;on,< ••• l'"\"C._ 
( ... !'i .. 1. Th., rcl.11i•cl~ '"m•ll 'Oori.a1iun in R. .. ,f; PYC "'"""""-" 
Jurln¡: ¡;r•-th 1111 d1tf...rcn1 .,.nhon .... urce" tT;1!-.lc :?1 '"' .. inul.or 
10 th.11 uhw,...,J v.ith 1h., alh.,.1cncall~ '"'l!ul;.it...J u_. PY<. ... P'"" 
JuccJ ~ H.,.d/,., m/>11/u ( l.'.\1¡onJ11 /tc·lwm/unu1• f..lllt. lncun· 
'"'"'· lhc n,µ, PVC-" frnm .·l. •·111<·famltl f!'i:\J anJ /' . .. ,,n,,,..¡. 
lufi• t••:?I are hi¡;hl~ inJu.,itolc am.1.lfc nu1 .. uhi....:1 lo r.,11111,uinn 
l"llo clf.,ctn"'. Thc .. 1mul1an.:ou .. rrc...,m:., ni" 1hc u_. PVC' and 
rrc CT,i1hlc !'1 in R ... ,,,¡., '"'''rthy 11f mu.:. Ahhuup.h an all•
tcnc<.11\:> r"¡:ul:•t .. •J PPC" l'C("UI' 111 m.111~· t>.ocl.:rial .,f'<.•Cio. ... •hi.:h 
rn..iu~~· 1h.: ",11. h•nn ••I l'YC 11.:: • .::s. -1". '."'." 1. l'I~- "·" ,..,. . ..," 
.. 11 ..... n I" h.: .ol•...;nl 111 .. ..,.., .. ,.., ... rruJucm¡: 1h.: u, ..ut>o;I., .... ul 
P"'t"C l l. l.'. -lit. !'ill.M). Thi., hnJ•n¡: ,,.,...,,.,h., 4uc.,t11Hl ttfho_. 

f'YC ;1nJ l'l'C .. ,.., rc¡:u1i11.,J in R. cr/1 .... ncc mJn)· ., .. .,1crial 
Pl'C" •HC .111, ... 1..,ricall~· r.,¡:ulat..,d m ,. n1111nncr ''"'l)" .. imilar lu 
th .. 1ur1h.: "• P'\'C-" t-l:?. !'i:'>t. 

L'nJ.,r•h;ol gu-1hct•nJi1i<...,.dnR. rt/1 •nJH.. tn>po'I ut1li1 ... • 
PY<.."':' Wh.:n gro-n un ¡;h11.·o.....- nr u1hcr carhun ... ,urc ... .,. utiliz.,d 
''" thc C.:\ "'''mp.1unJ .. r~rn\'atc o•r PEP. Nt .. '1.:-~li• unarlc:n>ll· 
.:.11ty rroduc., C, cnmrnunJ .. ~- u""'ll- C'->:·h111ng .,~m., .. 
CPYC ur PPC) ur 111., ¡:l~n~lalc .. hum C 11. l'or cJUmplc. thc 
i:ro-1h nf u,., 11/u• ,.,,, .. ,,,·n11101 ••n (.'~ nr C, .. -..n1p.•unJ., rc4uir..,., 
PYC unlc .... a .... un·., .. re, ..... m..,.•unJ .. fc.g ...... rart.tl..,I ¡ .. 
"''ºl~t>lc nr una... .... th., ¡:h""~'"'"' o:)Cl" ¡,. fun.:11un1n¡: f l 1. TI~ H.,.,,, anJ R. ,,...,.,,., r>r ¡onJ pan:nl ... u.,111 .. ¡;r .. -... "'"u.1lly '"'"'" '" 
rich mc:\J1um 114. l<.tl .mJ 1u ... mol .. r llnal cc:ll Jcn .. ui., .. durinp. 
lhc hl"'-1 .. ut ... :ul1ur., 111 "'tll•l·"'U1.._:m.11., U'•¡; . .') CI!>. 1•J1. Th1 .. 
tlnJm¡: ¡ .. """"' .. 1cnt •nh thc hc:hd 1h.11 P'\ºC .a.:u .. uy ¡,. n .. 1 
'"'11uir.,J fnr i:n-th nn,. e~ cart•un ... "''"'e t!'l.tM ... u1.-cm;;a1.,1 ur 
1n mcJium 1n •h1.:h :o 1•1c.:ur .. nr 1hcr1.'l•f (in l''\'J ; .. pr1. ..... ·n1 t l. 
l.'). Tu., mul01nl """'"" ufho.uh .,..,....,; ..... p.n:.,.. lo ,.,m.., ..,,t .. ·nl in 
¡!lun,..... ll'i¡:. :?H1. ·• ......... 1r.11c ... 11 .. 11 "''"" '"' .. -.11.1l"'"'"'J '" PEf' 
m H/11: .. hmm .. rr. 1:0>111. ·1 J,., l'l::P rro.Ju.:cJ hum ¡:lu.:u..., "'"ulJ 
he '"'""''"'rtcJ lo(JAA in 1hc rca"'11"nc.11.ol)1cd I~ 1~PC.1lwr.,1-,. 



alk._ing Mlm.: 1.ttuv.1h of 1he muhmu;.. In a'!Ottar.1. /!'""' mut111nl• 

~:"' ,=::!~t~~:h~!º:r:·~':c~1~ r=-~~~=!:f!',~,roc m~n!: 
failcd to aruw on pyru\'111tc (FiJJ. ZA) - dcmun .. ratcd fut py~· 
mutanh. isnlatct.1 trum uthct s.pc:ciclo (~'IJ. 46. AA). Our failure tn 

'::¡~~ .. ~!f':.tt~~~h:~· ~:~~~=t~!"if~"f1~;~ ¡:,'%"~ 
and R. rn>pfn indica1ci. tha1 OAA "'"'hc:'l" frum ~ru\atc tvin 
PEP) c111nnut ~ ... -eur and pr.:vcnts 1hc sn-ih or 1hc mut.&nt .. un 
thi• carhun -r~. Wc hc:Ue"c 1ha1 the lflli=nNum m1nant,.11rc =. '~:S::c~u~·~:::: ~.:::.~,'::~?..":'!: ::::~:~~ 
aminotran~tCn&M: (!!' .. ). for •hlldt .tllc:re n. '-"nn•ider.ihlc ae11,·ir,.· 
in R. ~li and R. tn1plc'i (l .. ). TllC pnw.luct"'" uf OAA c111al~·zct.1 
t.,. mala1c dc:hydf<>aertUllC appcal"t> 1u he """""ihh: m thc ~·· 
mutanti;; (T.t>k !i). althl••h it hP h:cn propoK-d that ~urin¡ 
p.-1h un C, or C,. su"'-lr.11-. thh re.,_,iun pn>d11<:es mr.ur'fl· 
ciicn1 OAA fur t>oth encrr:Y acncralk- (vi• th.: tri.:11rh~")·lic 
-=id cyck:I and NosyntMMs. C~ly. lhc anapl.:nuac .. c. 
tívity of PYC '" m:ccwary fur llfOWlh uadrr thCM: conditinn .. 

t!?.:·!~n:.·ir~ ~h:11~':'':'c:: ~~ =·~·~c:1:~: .. ;h~:¡~º1'¡;; 
cnzymcs rcq,uircd h•r this p11t...,-.y in R. rrli CE3 t l .. ) ;:md 
R. iqlit:i CFN!'N 1::7) 01re rwe-nt at t.ianifk:"nt lcvcls unl~ 
durina ar•-ih in .a:1111c-<"lint.iinina ~ as prc,,·iuu .. ly d•><.:· 
urncnlcd fur ••lhcr h~"1erial '~le""" (.a:-1. 

Our hypolhc1>is lhal rvc ¡,, lhc crvymc upun which hiutin 
lllCIS in pn.-vcn1ing lhc fcnncnlalivc nteu1bulism in R. ••tli ""11" 
bascd nn rcsulb uf cqJCl"irncnls usinf; MM cunudninJJ 10 mM 
sua:inatc t IKJ. Undcr the-.c cundi1;.-.. biotin pn.nn1.11cJ al
nknt. cqually lluo...i an-1.h uf 1hc ,,,..~ n1u1•nt anJ p.arcnl .. 1rams 
in suhl:ul1un: ... 1>11gcr.1ina thoi1 a tiinllin-dcp:ndcn1 "Y"lcm. di ... 
tino:I hum PYC. ¡,. 1he 1>ilc fur hiollin .c'linn in the rnu1a111. V.'c 
du nu1 kn«~·. h.-..... cr. u· 1h1" al1erna1i"'I:' hiutin-depcndcnt 
sr>tcm is alMJ thc ,.itc al ..., hi.ch hkM;in acii. in thc parcnt .. 1rain. 
ur whc:thcr it mere!~· "·umpc:nt.St"-s f~...- a h1ck uf PYC in 1hc 
m11111nt. PYC d•>e .. 11ppc.1r hJ h.'l"ca clcat n.•le In 1111•-·inp. R.,.,,, 
(hui nut R. ln>f•it'il h• t,:n_. "·un1inuou~ in t.erl.il ,.uhcullurc .. i11 
media amtaininll 3'1 mM .. ua:inatc (FiS· ,:\}. Th1,. c;..mch1loinn ¡,. 
ha..cd un ttM. rou:t tholl hlutin -.Uppk'nM>ntalinn ""11,; nu1 al-ole i.~ 
rc.,tun: thc ~uw.th uf th., R. •·lli mutan! durina sut-cuhuring. 
indK:atint,: thal PYC '" rc,.p.•nMNc for 1hc ti.n.JV>th·m<1ínlainin(I; 
c•ect nr tiiu1in unJcr thcsc .. ·une.litio~ Althuup.h a reo.:iuin:· 
""--nt for PYC Jur111i,: i,:n-1h un .. uc:.:in111e uprc"~ 10 t'>c in· 
'-"OR!'""lcnt "'ilh 1hc ¡;cncr.111~ ól'--CCJ>C.:J ~ll•huhc r.•lc for 1h1" 
cneym.: (...,e ah!."'")· "'e "J'C"-ut .. 1c th..al ~n•""lh in h1¡;h.:r .:un· 
"-.:n1nu1un" uf su"-i:in,11c mh:hl C•U1"4,? a ittc•ucr t1u ... 'i;a 1n.1lic 
.. neymc. uf "IH.-cinat.:·dcn"·"'d .::1rhun ••• ~u"·~11c r:u h<.·r 1h.1n I•• 
OAA {Yia malollc dehyJruitcm•...:-1. lf lhi"' in racl oJ,.._ ... ,..,,.,,ur. 
PVC <."oulJ he ,;,....,lllial in l(CC\l:r.itinv, ..u•M:io:nl OAA f"r 1'iu
.. yn1lw1I..: ""d cncrl-... ·¡,tcncratin¡,t purpi-...,._ Thi .. h>1•.,thc"'" r.:· 
main .. In t...: 1<.-..1.:J. 
~ dl:'\IUL-..:J .uninu aci•I ...:qucn<....: ul lhc R . .. ,,, I"~ 11 .... 

,.¡¡,tn1lkan1 "lln1~.ir11~ '·" 1h.: f>'\·<.· --qucnL'C" ln•n1 a Jw.:r...: 

~~::~i1~''¡~'Ft!"~'..'.1;r~1~i;;;,,7!~~~;!n~ .. '!' 1~~-f. ~;:~~::,,~,~~·~:1 ·'2: 
1.:rm1n11l n:~lun. :•n•I ., tr:1n•·•:.,rt>o>..yla...: do•m.1in. ""ith a hinJin11-
.,¡1"· .. p.-..:itic lnr Mfll""•llC. in 11 .. <.-.:'nlr;:al rcgu>n tFi~. NI. Thc 
.. u~unit MW ••f th., rruh:in ª" Jc1.:nnifk.-J ~ SOS·PAC iE ut ,,,. 
¡1t.:Jic1.:-.J rrun1 th.:- J.,,JuL-cd 11mint• •••:id ...:qucnc"' 01f1h.: .:h•11.:.J 
¡;.:ne ¡,..,¡mil.ir tu thn...: nr cuko.eyotH: ••• pyc_-., 1..i1. Thi .. 11111.iin¡,t 
._.,.1 .. •n1k thc ,,....._.,...n1un llml 1hc...., ¡.,, u "ln•lll! CH•l1111una~ 
"''n...,rv:11lnn ""'""!! ~io1in ... -.•ntó\inin¡;. c:•rti.1'~1.1.....: .. t:!"'. :<>::l 

¡~:t~:.r:·;~::~t~~\.1,:~:,~;~.~,~·;.-;;:,i!:~:-;:"~:·;:~:';~7;·'.t:~!1 ~~:.;~;.; 
cm ... .sc an "• PYC. 

R ... 111 P"llRUVATE L"ARllDKYLASE 

Pu1atl,,·.: '"""' mut11n1 .. or Rl1i;:ul"""' lc·p•"''"""""º" ti-.·. 1rifulii 
(~)) and R. l•".':'"'lltlt""""" tw. "ici01c l-'J •ere 'Cf"l~d 10 tic: 
5)-mbintieally prufi.:iem un cltn:.:t unJ re• plants.. re..pl'-"tñ.cl~. 
Thc flndint• from our in pln.n111 c"p.-rimcnh ar.: "-..m,.i1o1cn1 
-i1h thet.e J.$111. and .. urpur1 thc ti.cncrall)· acl."C~ed PfOpo•wl 
1h>1t the ma1ur curhun .. uun:c"' u"c~ I~· l>...:'tcruiJ., are .Ji"-.n· 
buirylic acid .... u..:h ª" malalc uf .. u .. -c1mnc (SA,. lnt~rca1in&I)'. ~ 
u,.in¡; "'Cf)' I•- inu1..·ulum .Jcn.,itic"'. thc implf1ana: uf hiuun in 
the inr.::.:ll"'c ..-upo1hil11y ul H. ttrdllc>li ..... u. tt:C\:'nll~ J<:m"n"trat· 
cd. altlk1uah thc: hu.:hcmical t>a.,i1> r1..~r 1hi .. e•-, -.1 ... nu1 d.:· 
1crminc:J (5.,.). llc_'-·auw: 1he oicti\·i1~: uf PYC in R. ctll I~ .,;.real· 
1) ..acctcd h).· h1ohn. 11 "'"ulJ h.: ul 1ntcrcsl tn dct.:nninc ir uur 
mu111nt strain ¡ .. o.ltcr.:J in "'umpc:thivcncs.. •~r 11n-"1h in thc 
hc111n rhizu .. phcrc. 

~·e .are 11-rn1cful h• p.,u1c:1u bu.u• .. f,,r 11:c:hni.:01I .... ,.;.,¡an.;i:: 1n D'A 
..... .¡ucru:1n11. A.rm .. nJ.., R"'"'ª ""J Anu•n1.o J.timc" fur J'.:'rfunnin¡¡. 11,,, 
pl.,n1 i::•pcr.mcnl'- anJ Gut>r1"a. Gucncr" fur --"1" .... 'I:' •ilh d1¡;n1zcJ 
1m•f:""· F"r •UU.:..11"'" un ....,11ucni::c llnah"''"" •e ..,.,n•-1.:-J¡:.: '1.h¡:ucl 
C.:•allo•: fur h.:lrtul i::nmm.:nl .. un thc m01nuw."l'1p1. "'"' thani. .\.111..:fl" 
!1.kndoz11 .onJ th.: '"''' •n<•n~mnu .. , .. .,,,.., .. e,....'*"' ¡1r.okfun, -·i.m-1· 
cJ111c the "UJ>C""' .. .,,., J.•nc ~ Hr1¡:111c 011..:rmatcr .. 1 !\t.:Jii,1.:n.: '" lh" 
lln .. 1 nu.:la•1idc ....,...,.,na: Jclcnn.n;oll"n•. 

Thi~ .... , .. ""ª" •UJ"f">lleoJ t>, ;o ¡1.non1 lro>m l." .. nwj .. Na .. "Í .. n.t\ J,• 
Cli::n.;1a )' Tccn"l'>f.""· Me,....-.• C:OSAC~ T ""'· !"UI 11·1"1:"-I. ""J t-• 
DGAPA·UNAM no. IN~O!.lll'.\ "nd IN::1J1,.>:<. 
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Cll.llTAMDIS WCWIWI " ARD m U'i'ILISATIOll O. eucc:lllA.TS AllD 
aa.vr~ llT ......... _ edlAllD ........ _ ........ 

~ Encan\acl6rl•. ~Calder6n•. Alan S. Gelbanls. ArthurJ. L Cooprr.•~and.J•tn.e Mon1•• 

!Departamento de EcoloCla Molecular, Centro de lnveattaacl6n Sobre Fijación de Nllr6&cno. 
Untver91dacl Naetanal Autmaoma de MitslcO. Apartado Poetal 585-A, Cuernavaca, Marcio•. Mitalco; 
a~ento de BlolecnoloCla. lnatttuto de lnveattaactonea Blomitdlc-. Unlveratdad Nacional 
Auton6nla de M•ldCO. Apartado Poatal 70239, llQalco, D. F .• Depertmenta of 3BIOChemlalty and 
4Neurolo&Y and Neuroeelenee. c,,.._u Untventty Medtcal Coltece. New Yadl. NY., U.S.A. 

"l'he cyclln& ~ &tutanllne ~ Ita eynthema and ~daUon ha• been reparted to occur ln __ .._..(-.J .. ....,.__ -· 54:293-304. UNO). "l1lla cycle ta a necetlAaty 
.__trartbe_._tkMlm~. . 
leotopic atudle9 Wlth 14(:- and 13N-labeled cornpounda demonatrated that In RhiaObC&un rneHlal:f 
1021 and Rll&aob«&un etU CES atratna. •lutamlne nttroaen and carbon are turnrd over to 
ammonlum ancl C02: ....e al the ammonlum releaeec:t l• •-lmtlated back 1nto glutam1nc. 
Olutamtne cataboUam reaulta tn the producuon and labelltna oí y and .a-hydroxybutyrate 
.,.._.th"'- that lndlcatem a new cataboltc pathway ,.or thla amtno acld In RhiSOblum. On the: 
other hand. the 3-cmoctutarate del"lved from .Sutamlne ta converted to MIC'Clnate In .. utamtne 
medlum. In contl'a9t Wlth Jlh&8DllCurra rrwldod 1021 and RNaobWm etU CE3 (Wlld-type atraln• 
that o.adt8e eueetnate preferenually cwer t11utam.1nr), an R. rrwhlolt clouble mutant that lack• 
.. utamtne aynt.heta9ea (OS.) 1 ancl 11 oxtd'- .. utamtne more readlty than aucclnate. OSll 
acuvt.ty l• lndueed ln IUaUobft.un aruwn lll aucctnate-&tutamtne medlum and thl• enz:yme 

=-=-:-~-.=.:ellnf..m.:;_ea;r-,,.._""::""R. ª::! ~~~;':-trat~ ~~":.: 
..................... that .. u ...... ..-thee&a ........ to drWe the uUltsatlon of aucclnate. nae 
~.t:n-!r:W~~--.,..~.---~ tbe mutanta. -

=· ·== lntereat ha• rocuaed on two •pecte• or 
Rhtaobtufft. nantely JUUaobeum etl« and 
..........,.. ......,,.. In contr-t Wlth IDD8l 
prollaryMea. theae .peclea of Rhll•obllum 
aaeoclate wt.th l~umlnau• planta •nd have 
tbne OS.. OSI and OSll-&-. 
1977: ........ et al...1989) apparently 
runctton under dllferent nutrttlonal 
cond1t1ona ...... a -.. 1988). OSI 
actlvtty •• lnduced when the orcan••m •• 
~ on a rtch llledtum and OSll actWlty la = =~"=='~=~:-¡;:.::,m..tn:= 
OS ha• recently been reported. but the 

='°.::!.':ª ~º::!'~ei1:.r:::r ~ 
been detenn1ned (C..S.- et al .• 1987: .. 
.._. et al .• 1989: ..... et al., U190). In lt. 
etU. .. utamane ta ~ted by the ensymea 
of the .. utamtne tran-mtnaae-co-amldaae 
patlnny and llCldltton9lly ....... d•ded by • 
atutamtna.e whleh catalysea the hydrolytic 
cleamldauon ol .. utamtne to &lutamate and ---·-··-=-63 
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fluorenytmethyl chloroíormatc (FMOC) 
dertvattves by reverse phaee chrotnal(Craphy 
on a Watera Nova·Pak C-18 colunan (150 a 3.9 
mrn l. D.) and quanttficd Ouoro~trtcally. 
Dertva~Uon wa• carrted out In capped 15-
ml capaclty polypropylcnc tubetl. An aliquot 
USO pi) oí -mplc (or standard} wa• added to 
1.05 rnl of 0.02:5 M .adlurn bonlte aolution. 
Collowed by adcllUon of t .0 mt of HPLC-tp'ade 
acetonc. and by 10 µ1 of 0.01 M FMOC tn 
acetone. Thc tubc waa abakrn and 
malntalned al room tcmperaturr (22 - 26 .. C) 
ror 10 mln. Aftcr thla ume. a 2-rnl aHquot. m a 
1: 1 solutton or hcxanc/cthyl acctatc waa 
added to thc -mple and the mtxt.ure was 
aballen vtaoroualy. Flnally. 10 1.11 from the 
aqueoua tayer was lnjccted tnto the HPLC 
appmratua. Elutton of the FMOC amtno actds 
waa etrected wtth an l8-6()(M, gradlent of 
acetonltrtlie: buft'er A (O.OS M sodlurn acetate. 
pH 3,5, adjusted wtt.h acetlc actd) at a Oow 
rate of 1 rnl/mln at 4!5ºC. T1le cluted FMOC 
amino actd were detectcd fluorocnctrlcally by 
mean• or a Watcrs 470 Scannlng 
Fluoreecence Detector (:254 nrn Ea• 313 nma.). 
The detcrmlnatlon of amino aclda waa 
repeated at ieaat twlce. 

.-....---U•• .. _... 
- Lebelled ceU- and medtum eamples l l!IO 
and 20 mi. re.pecttvely) were wtthdrawn &om 
culturea •rown In •ucclnatc 110 mM)
•lutamlne (10 mM) mcdtum (or tn othcr 
deftned rnec:Ha - tncHcated tn the Re.ulta). Al rl ~.'1~=c'.:t~~ -;ru:-::~ :~C:/~C~{~.: 
••Cl•ucctnatc waa appUed .uch that the 
Onal apeclflc acUvlty was 2·fold to that of 
labeled •ucctnatc uacd In thc exper1menta In 
whlch l4C03 waa meaaured. U.e samplca 
were thcn prepared a• dc.cr1bed ror amino 
acld analyala aa above. Or&anlc actds frotn 
cell- and tnedlum easnplca were ~parated and 
quanufled by lnjec:t1na 10 µ1- and SO .. , 
allquota. resprcttvcly, lnto a Watc..,. Modcl !50 
Chromato11raph IMllllporc Corp.. Water• 
Chromatoaraphy Dlvlaton. Mlldford. MAi 
equlpped with a Water» modcl 490 
~ 111ulttwavele~ detector. The 
.eparaUDn wa• perfonned on three Shodex 
lon-Pak-811 (Water• Chromato&raphy 
Dlvtaton) columna (300 a fl mm l.D.) 
emuMICted In _,.., "ftle column R:mperature 
.,.. eooe and tbe Oow rate waa 0.9 ml/mtn. 

Ol'¡&ulk: aelda were eluhd wt.th a.5 mM HCl04 
and dctccted al 436 nm by the colar ehanSe 
on contact wtth a eoluUon contatnl ... o.a 
mM bromothymol blue. and 15 rnM N•aPO• -
2 mM NaOH buffer (pH 10.5) wtthln the 
reactlon coll. Expcrtrnent• of labcllnil and 
detenninatton of organlc aclds we~ repealrd 
at least twt.ce. 
____ ..... ,..¡i ... ,.-... 
Pu1y-IJ-hydroxybutyrate IPHBI -• a•-yed by 
the •pectrophotometr1c irncthod of Law and 
Slepecky ( .. W a. ...... ll,.. 1961). nte 
rnethod yteld• a •tnalc, aymmctrical 
absorpUon peak for crOtonic actd centered at 
23& nm. lndtcattn& that other reactton 
products do not tnteñerc wtth the assay. 

...._,_._.._ .. 11.-C ...... Batch culture. 
oí Rhtz:obLum were ¡¡rown a• dcscrlbed abovc 
In aucclnatc-gtutamlne mC"ctlum. AJter ~ h of 
f&l'Owth. a 30 mtn pulse of 0.2 '4C1/ml of l l .4-
l 4Cl•ucclnate plu• 0.2 µCl/ml of 12.3-
14Clsucctnatc, or or IU- l4CJglutamtne (0.3 
µCt/mU. waa applted. Sprctnc ac:tlvity wa• thc 
aame as nbove. Aftcr pulsr labeltng. thC" 
cultures wcre centrtruged. wa•hed a• 
dracr1bed under •gruwth condttlons"' and the 
pellet proceaaed for thc detennlnatlon of PHB 
m.w a-....,.. 1961) wnh the fonowtnc 
tnOdlRcauon: After 90Jubll1&aUon of PHB Wlth 
chk>f'ofonn. two 10-td allquot• were removed. 
C>ne portian wa• anatyr.ipd for unlabeled PHB 
b7' the apectrophotometrtc metllod descrtbed 
abovc g.w & ...... -.. 1961). n.e other 
portton ._ aubjected to Uqutd sctnullaUon 
count1na In a Beckman LSSOOOSC Sy•lem. 
"11-le dctcnntnatlon of ( 14CIPHB was perfonned 
at least ~ce. 

Ami•_.. .. tenala•U-. Preparauon of 
snedlum samples ( 10 mi) and meaaurernent ol 
ammonta contcnt wllh an Orton (Cambrtd&e. 
MA. USA) elcctrodc wcre as descrlbcd 
prevtou•ly (Sa .. a et al .. 1979.J. Ammonla 
clelennlnaUon was repeated at lcast twtcc. 

Gl•taa••• ·~•••••- ••••--•••H••· Ccnlrtfuacd ccll• were resuspcnded In 1 mi of 
10 mM lmldaaole hydruclllortde buffer fpH 7.4) 
contatnlng l mM MgCla. After aon1catton 
fSonlprep 150. New Brunawtck. USAI at 4ºC 
wtth rour 45-mec pul.e9. OS acttvtty wa• 
meaaured In the crude bomCJeenate. In 80l1liC 
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Addlttonal evtdence that. ammontum 
nl~n la a 90Urce of both Qlutamtne 
... ..,....,.. -- obtalned From analy•I• or the 
dl•trtbutton of label afler a pul.e ar 
1•aNtanunontum waa added to cultu,.. of R. 

eru and R. rneldol& wUd-type st.ratns. After 
..,....ih on aucclnate-ammontum medtum thc 
cella were cenlrlfuaed and resuspended In 
aucclnate medtum lacklng an extcrnal 
nltft>&en .uurce (eee Methods). Flve minutes 
after the pul9'e. considerable labrl was 
lncorporated lnto &lutamate. alanlne and 
&lutamlne (Table 1. columna 2 and 3). 
Addlttonally. almoat half the label In 
&lutarnlne waa preaent In Ita u-amino group. 
"Jbl• Ondtn& I• In accord Wlth the facl that 
GOGAT I• pre.ent In both R. et:li (above) and 
in R. meldotl(- tll ...... ·-1. Low 
expttsaton of NAPPH-dependcnt GDH occurs 
In R. melUou. and the cnzyme Is non
functlonal slnce lt does not grow tn 
ammontum In the preaencc of 5 mM of 
methlontnc aulfone. an tnhtbltor of GOGAT 
acUvtty ( ..... et al.. 1988). Thus. as wuh R. 
erlt. rcducttve l 3N-amlnauon of 2-

:~:'S~~~:~ •i:,r~~·rgr::.·m':~~ºr 1fr~~ 
(13N)ammonta In R. meldott. 

-elaat• - •--•-la a •tll es a. a ......... 1.091. w11•-.,.. -• aa ........ te. "lbe oxtdauon of succtnate In 
the pre•ence ar Q.lutarntne was reduced by 
25% In R. etU CE 3 and by 4""' ln R. meltloU 
1021 at.raln compared wtth oatdatlon In the 
~nce of amftlolllum. ~. after !5 h of 
crowtta. the 1021 atraln had conaumed 1348 
~mol of aucclnate per ma or proteln from the 
rnedlum. whereaa only 694 1.unol of atutamlne 

lin'd1-::: :J~!:!:'S:h::'~u~~;:a~u:~z~'!JdTI'~d 
prefcrentlally ovr.r glutamtne In thc stralna 
etudicd. 

As noted above. the aynthcat• of fllutantlne 
and Ita cycUng are neceaaary far opUmal 
uuuzauon of carbon aource• ,......_. •• & 
...... 1986: ............ et ol .• 1986: Mera. 
1990.). Thc po••lbtllty that atutamtne 
•ynlheal• ptays a similar ro1r. In R. melifoU 
102 l wtld-type and GS· mutants of tht.• strnln 
wa. lnvestaaated. R. rnftdott wtld type atraln 
and the R. meUlatt OS- mutant atratn were 
~ on aucclnate-&lutamlne medtum and 
the oxtdatton of 11.•-••Ctaucctnatc to 14C02 
by the11e or&ant•rn• waa measured. 
guanutauve data are preaented 1n FlQ. 1 A for 
the oxtdatton of •ucctnate 10 co2 by cultures 
llP'Own ror !S h alter a 30 mtn pul.e ar labeled 
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aucctnate. A mtnor elfect w-~ on the 
asnount of aucclnate oxldlaed .,,. the mutant 
~OSI. In contra.t. lack al 0511 reaulted 
In a 45 .. decreaee In •ucc1nate oJddaUon. 
Succtnate mddauon ..,.. c1ecreaeec1 by 829tt 1n 
the mutant that lacll.ed both OSI and 0811 

~º~~:~~=:::e=:::: 
mutant. a ..n.t1. f'urther decrease (to 70% 
lnhlblt&on relauve to control) in aucctnate 
OJddaUon waa obeerved lF ... lA; 9ee aleo 
below). '1he preeence al~· .. utamtne 
and the lack of &tutarnlne ayntheai• reaulted 
tn a reducUon of auccinate oXidatton to 18% 
of that wh&ch occured when aucctnate waa 
the only carbon eource (and ammonlum ta 
the ... _......urce). and R.-........... -lnUllJy. 
Tite OS- mutant atraln• of R. ntefllolf 1021 
arowtn• on aucclnate·81utamtne medlum 
reduce aucctnate OJddaUon and tnctta.e theb' 
ablllty to oxtdhle .. utamtne. Olutallllne ta 
oa:tdtaed In the W11d-type atratn tn the 
premence of auccln.~. and aa mentloned 
above. aucctnate OJddaUon .. reduced tJ,, 40Mo 
In aucclnate-atutuntne medtum compared to 
tbat In aucctnate-ammontum lnedlum (F ... 
lBJ. Rela.,_ly more atutamtne la -.a to 
coa tn the abmence ar GSI, all_,.tty more tf 
OSll ta a.e~. mlll ln • mutant lacldrq& both 
ensywnea lhe oatdaUon or thla amtnn acld t• 
lncreaaed by 79Mt over that of the Wlkl-type 

::a.!:.!.~Jy ~:-=::-:. ~~!":;: 
clouble ·mutant ...... IBt. In addlUon. the 
double mutant ea:crele• more ammon1u111 
than cloea the Wlld-type atraln ~ In the 
~re-~nee ol' auectnate·•lutamlne medlum 
(Table 2t. "nlerefore. when the ayntheal• of 
atutamtne la llmlted, thl• amino actd •• 
preferenuaHy oJdda.ed In comparlaon Wllh 
aucctnate. Thl• ell'ect •• reflected by a 2-ro&d 
lncreaee In .. utamtne uuttaauon (from 094 to 
1389 11mol/m& of" proteln/5 b) and by a 
decrea.e In aucctnate uUltaaUon (from 1348 
to 237 IUftOl/rnc of° proteln/5 ht tn the OSI· 
;OSll- mutant •traln. lmportantly. tn the 
preaence of" •lutamlne-only medlum. a 
aub•tanttal lncrea•e 14-foldJ occur• In 
&tutandne OXldatlon compared wtlh that In 
ihe pre..ence of aucx:lnate-only llM"dlum (aee 
........ to ..... l). 

Tbe .,-owth rate of the R •. mefllloel OSl·:OSll· 
double rnutant .traln tn MICCtnate-&lutamtne 
medlum waa 4°'6 (l.e .• 5 h dou~ ttmet that == ~~~=s:·.'!.1: ~~k"!f 
.iutamlne. The lntracellular 81utamlne pool 
alter 5 h ~ l• 8CJ% hl&her than that ol 
the wtld-type •traln. In addtuon. more 
amrnontum waa cxcreted by the GSl·:GSll· 
double mutant than by the wlld-type atraln 
tTable 2t. n.ererore. aome lnternal carbon 
llmltatlon muat be re•pon•lble for the 
•ubopUmal ~ tn aucclnate-81utamlne 
medlum ar the. double mutant GSI ·;GSll· 
atratn. The pre.ent data lndlcate that the 
OJddauon or succ1nate contnbute• le- lhan 
that of" atutamtne to the f&l'UWlh o( the double 
mutant In the preeence oí both •ubstratea. 
'Jbe ox:ldatton (albelt at a •low ratet of 
aucclnate In thla double mutant •traln rnay 
concelvably be due to the pre.ence of another 
os. narnety GSIU ( ...... et al .. 1990). nte 
addltlon of MS to lhe double mutant. 
however. reaulted In only al'-"tly lowered 

:=~~. :m'-~.ct!~.-..~:!in!.t.: ::.~.,:; 
ltmlted amounta •• lndtcatedl by the IOW' rale 
ol llf'OWt.h (8 h D.T.) of the clouble mutant ln 
aucclnate-ammontum medtum (data not .-..1. 

:r.:: :.··::r.rrrn.::-..::..::: = 
_... ...... The aynthe•l• or ••utamlne 
•Umula.ted the lneorporaUon of label dertved 
trona 1 t .4- • •Claucclnate lnto ••r1oua amlno 
actd• lFI•· ICt. Aa a corollary. the 

=~r:..~a:-.:~'= :;'~~- =:.:::n~::.~ 
wtth that In the wtld-type atraln, and lt -
decsea81!d further In the GSll· atraan ror ali the 
amlno aclda detenntned (aap. lhr. eer. &Ju. tOn. 
0. and ala). In the GSl·:GSll- double 
mutant straln the retatlve lncorpoi'atlon of 
label lnto ali the amino acid• (except glyclnet 
... decreaaed by 80% or tnare compared Wlth 
that of' t.he wtld-type control. The preaence of 
MS resulled In even lower tncorporatlon of 
14C lnto amino .cid• In the double mutant 
atratn. Aa round for N. era.a.a: I~ et 
al.. 1989: ~ 6 ....... 1985). the data 
obtalned for R. mclfloU wtld·type •traln 
reprdlftll the lncorporauon ~••e from ll.4-
14Cl•uectnate tnto Clutallllne In the ~ 
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_..... ...... The OSl-:GSll· •traJn arown 
In euectnate-Slutamtne excreted 4- to e-raid 
..,._.. an.ounm oll:l~utarate than dkl the 
wdd·type atratn and 9- to 12-fold areater 
alftQU:nta than dld the aanaae mutant atraln• 
tn the abaence and preaence or MS. 

::C::-Z = ::..sM:::•,;~;tl~ªo~ 
:OSll· atraln In the _..,., oC MS rrable 31. 
In addluon. the OSl-:OSll- mutant eJICftted 
-y-~tyrtc acld (y-OHBI than clkl 
die lllftCle mu&ant OSJ • etra.an. "lhe amount 
excreted waa 3- and 9-fold hl&her tn the 
abaence and In the preaence of MS. 
__,,, rnot>le 31. y-OHB la der1ved frnm 
atutamlne throuah the conaecuuve 
converaton of atutarnate to y-amtnobutyrtc 
ackl (y-aba). eucclnlc acld sern&aldehyde (MSJ 
and OnaUy to y-OHD ,..__=a•= ·- et. 
al.. 19831-

Aa reported e19e'Where •-•---• ... et CIL. 
11185). R. """"'°" 1021. - wtth other 9peclea 
of Rhtaobtum. accumulates poly-Jl-

:r:==:uo'r..!:c:'::!) .:~h"a:.r:.1::!1~~ 1:~ 
Wltb •utarn1ne (.ee aleo Table 4). A .,-eater 
amount al the ~ la accumulated by the 
091-:0Sll· mutant atratn than by the wtld
type •traln rrable 4) rsa.......... ~t al .• 
19115). niua. trnpalrment or &lutamlne 
eyntheala promotea the converalon or thl• 

~.;:: =:.7' .:~~::.:;u;..:~n!:.!; 

PHBJ ,........_ • .......... 1963). y-
OHbutyryl-CoA can bC!' converted to ~-

=~~~':~ra~be' 
der1ved from aucctnate anto meveral or the 
abcwe inentloned o ... antc acid• after 5 h 

~ b;!=~--=:te4.?·~beJ..m:s.: 
.. utanune an the wlld-type atratn 1021. na&• 
Ond.,.. la in accord wtth the preferrenttal 
converaaon of aucctnate to: acetyl CoA and to 

':~':)~ '1:b•:o!~r~~":'h~1h: ~-=~: 
mutant atra&n w.a• treated wtth MS. Jabe1 
tranarer from l l4C)aucc1nate to .11-0HB waa 
dlluted by 50-fold compared wlth lhat of the 

~~:~~~edd ~~C:.-tyf:c ·~~~~¡ d~fvcd"r:~!;; 
(14Cl&lutamtne. In thl• came. label In ..B·OHB 
waa tncreaaed by eo-fold comparrd wtth that 
tn the untreated wtld-type atrain. Label In JJ
OHB In the untreated os- mutant atratn• 
wa• tntermedlate betwren that or thc wtld
type and that or the double mutant •traln 
treated wtth MS trable 4). The decreaae In 
label tncorporated rram l 14Claucctnate tnto 2-
oxoctuta.rate. y-OHB and .ll·OHB In thc OS· 
:OSll- double mutant atraln• wlth and 
Wlthout MS. when compared Wlth the wtld
type atratn. can only .-ruauy be eaplatned •• 
a coneequence of the tncreaae In the.e aclda 
that reaulla frocn a h .... er rate of catabollant 
of .. utamlne (Table 41. For example. the 
dlluUon of label waa 85-fold In 2-o•OllJutarlc 
actd and !50-fold tn Jl-OHD. However. the 
concentratlon of the.e oqanlc aclda waa 
1ncreaacd 7- and 5-íold. re•pec:tlvely. 
Slmllarly. label In y-OHB wa• diluted 1 O-fold 
but Ita c:oncentratJon waa tncreaaed 2-fold 
(Table 4). In contnaat. the label In aucctnlc 
ackl -- reduced 3-IOld, but H• concentratton 
dld not chan11e apprectabJy. The data 
preaented herctn lndlcate that alutamtne 
carbon la lncorporated tnto dtfferent 011&antc 
acld• and that tmpalnncnt or clutamtne 

:'=:~~S:.~~.:~~!:n~~::::!':.'! ~~ 
tmpalred glutamtne syntheala. carbon 
~ for the ayntheai• of 2-oJCotllutarate. 
y-OHB. and .B-OHB ta drrlved more readlly 
rrom &Jutamtne than from succlnatc. The 
Idea that .Outamlne ta a 111are dlrect precuraor 
of theae oraastlc actd• than la aucclnate Is 
aupported by the ract that In the GSl-:GSJI· 
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•traln. tncorporatton of labcl derlved rrom 
t•4Cl•ucctnate lnto y-.OHD and Jl·OHB In the 
preaence of •utam1nc t.a dlmlnl•hed. Thc 
tncreaee In labe ..... of .1'-0HB tn the pre.ence 
of aucct.nate plua l 14CJ&lutamtnc I• aleo In 
accord wtth the areater uttllzatton or 
.. ulalnlne ln the double mutanL 

One cxplanatton for the fact that 
&1ui.mtnc oxtdatton to CO:a ts lower than 
that oC eucclnate 1n the wdd type RlaUob«um 1a 
that tht.• amino actd can be convcrtcd to 
&lutarnate and then decarboxylated to Y·aba. 
whleh In turn la converted to SAS. y-OHB. JJ· 
OHBC-and PHD- "' ........ 1-.; 
_.... et al .• 1991'. Thc 3·oa08,lutaratc 
dcrtved from &lutamtne Is a precuraor oC 
aucclnate ln Rhlaobcum. Whcn grown ln the 
pre.ene.= or atutarnlnc. aucclnatc ts prcaent tn 
R. meUloa and la cacreted In hf&h amounta to 
the medlum alter 10 h (data not shown). 

~- .. --ª ..... _ ... .,.., ___ ,....__, __ 
....... Olutamlnc eynthc•t• occura even 
when atutamlne and aucctnate are present ln 
the medlum. a. nwUloff 1021 8tnlln....,.. ln 
llUCClnate ... utamlne medlum Wlth a 3 h D. T. 
Under theee condtUona. OSll ta tnduced 
durtna the flnt 11 h. Durt...: thla ume. OSI 
acttvt.ty ta decreaeed. At later ttme•. when 
GSll acttvlty la dlmlnlahed. OSI acUvlty la 
tnducecl ...... 2A). Stmtlar chance• tn os 
.-:tlVlty ~ wlth 11.. etU CE 3 8tra1n ( ..... 2A) 

em:ept that OSI - OSU --...., hJChcr. -tly. 09ll 181ndueedwhen .. utamtne.1n 

=~°: ::.=.e1~. ~·e~~: 
typc etra.lna are cultured In the preeence of 
alutamlne - the 80le carbon and nlt~n 
......... ~la~(&hD.T ••• allllOlttno 
tnductlon of 0811 occura. and OSI acUvtty 
clecl'e.- dul"l.rC the ftnt 1:1 h to lncreaar 

:'o'fdW.o~~· ~)Í11u1t':.=;;c!:~ 
a.dlum. and In cantraait. to the caae In whlch 
•ucclnate and ••utarnlnc are preaent. 
arnmonlum I• escreted lnto the medlum 
(Teble 21 - a CeJ•-· l-). In 
addltlon. more ammonlum and a-
~sr:a=.~ .:re..=:':: =~a:: 
~u~.=.;: ':t.9:.:'i.C::S: 

ahown). -In contra•t to many other bacteria. aucclnate 
t• a llood carbon sourcc In Rhtzobtum and I• 
~1y oatdlzed to CO:¡. R. etlf CE 3 and R. 
nwlCloH 1021 atratn• arow optlrnaUy on MM 
•Upplemented wtth •ucctnate-ammontum and 

~:er!!r.!.88 ~~~!:n:'C:-~'!~ ~=~ 
nttrocen mourcc In lile .,,.e.ence of •ucclnate 
ta al90 mddtzed to CO:z CFla. 1 and Table 4). ln 
the pre•ence • or atutamtne. •ucclnate 
cm:ldaUon to C02 ta decrraaed by 2!l and 40% 
In R. etU and tn R. nwldoU. respecUvely. 
Apparently. oxtdatlon oí glutamlne 
aubstltute.. ror that of succtnate. or 
lmportance is the Dndtng that when 

. &lutamtne I• used a• the !IOle nttrocen 110urce 
only mtnor amounta of ammonlum are 
eacreted to the mcdtum tt'able 2,. ar &lutamtne 
la uUUzed - the carbon and nltrOMCn aource 
the arowth rate of the CE 3 and 102 1 •tratn• 
l• 40IMt ol that whlch occurw tn the prr.ence or 
succtnate and ammontum, and amnaonlum ta 
cxcrcted to the ~um rrable 2). Thla flndln& 
lndleate• that a llmltatlon to carbon uac 
accura In the pre.ence of •lutamlnc-only 
nwdtum. The' data clearty ahow that aucctnate 
la a better carbon aource than I• .. uta.mine. 

'1he fatc of thc label drrtved from L·I Clft1idc.. 
l:SNll&tutamtne and fram 113Nlammonta ehow9 
that natroeen In the anude SJ'OUP of stutamlne 
haa two fatea: a) lncorporatton lnto the G• 
amt.no aroupa of &Jutamale. alantne and 
lllutamtnc. and b, f'elllOVal aa am010nlum and 
eftk:lent relneorpOraUon tnto the amlde •ruup 
(recyc......., tt'able 1). Thla rnrtabohc fate ofthe 
amlde nltraeeft te In accord Wlth the pre.encc 
of a &lutamlne tranaamlnaec- .... amtdame 

=:::a.:..t:':"~~T~ 
..... 1988). anda tran-rnt.naae. Labelln& o6 
the •·amino •roupa of •lutamatc and 
&lutamlne doe8 not rcquln: the preaencc or 
ODH and. - tnenUoned abcwe. funcUonal 
bkNlynthetlc NADPH·dependent ODH actWtty 
•• abeent tn R. etff CE a.....,. et al .• 19811: 

=::..:, =·~ ~3 ~:•.;.,:.e:!~ 
to that In N. craa.a. Aa 1• the ca9e wtth N. 
eraaaa. lntracellular stutamlne I• labeled ., 



.._.a pu1ee or ( 1.•-•'C(•ucctnate •• applled 

:U:..:='T~;.'~. t';.-;.J::r~:c:1::!" 
~ t'or etmultaneoue eynthe.a• and 

~~c:r::.-aa..n::::n~:e ':;,.~~~~ 
...._.. tn the OS- mutant etraan.. In tht• 
.......... lt I• relevant to note th•t tn R. 
............. R. etU wdd-type lltraln• puwn In 
~te-.. utemane medJum. osa acuvtty •• 
~ where- OBll ecttvt.ty I• tncluced 
~ to the level• eahlbtted by the.e 
............ arown on •ucclnate-ammontum -•um ( ..... 2AI (-Y• 6 -· 1988). 
~. when &lutamlne I• the 901e carbon 
and nttrasen eource ne1ther enzyme la 
llldueed ( ..... 2Bt. Under u.e.e condltlon•. 
.... lamine I• dearaded but Ita aynthe•I• la 
~.a~ that a.y ..-re carbon and 
~ for other llll!tab:»llc needa (~ & 
..... 191191. nw lack ol lnclucUon of CJSIJ In =--=e °!eª~ •::;:o: =rle ~~~ 
enqme. The data aleo empha•lae tbe :;:::= C:~u= ..::=.:;-:;ac~1 .:.:.~ 
2A and e. and ece below). lt I• al., relevant 
that In R. _,... 0811 actlYlt)' (but not OSI 
aetlYlt)'J ta tnduced In the preeence oí 
ammontum - eale nilnWl'ft eource ,...._ 4lt: -·-· n.e---.ar.,.oHBlnthe 1021 andCE3 
at.ratna (Table 3 and data not ahown) 
tndlcate. that .. utamtne alter converalon to 
.. ua..natc (- a Cal•••••· 199111 I• 
cteearboqlated anc1 that the y-aba ., ronnec1 
te tlie aourer of thla hydroxy actd (....._.. 

• ·····-··· 1883: ...... ft al •• 1991). AceumulaUon or PHB In the aucclnate-
.. u&amane medtum (Table 4) ta due lo tbe 
- or.,.OHa to.a-OH& - • me 19931. 

Metabollll111 ol .. utamlne and aucctnate ta ... - .. -by the_,..,.. __ 
-----te-'*->. In the 
r::.-:.:'.t~~.:.==:.:: 
(OSI·. OSll· and OSl·:OSll-J eom- Wlth 

~-or-:s.;:_~~!:}~ 
_____ .. _..,._ 
eompared wtth the condtUon In wh1ch 

aucctnate I• thr only carbon IM>urce and 
ammonlum Is the only nitrogen source. 
Abaence of GS actlvlty affecta not only 
•ucctnate oxfdauon but alao alutamtne 
cataboll•m. Thl• phenomenon t• rrOccted by 
an lncrease tn ammonlum excreUon. 2-
oxoalularatc productton and ••utamlne 
OXldaUon by the OSl-~GSll- mutant •tratn 
fTable9 2. 3 and FI •. 1 D). 

The double mutant GSl-:GSU· crowa 
Wllh ·a doubUn& Ume of 5 h In aucctnate
&lutamlne mcdlum. 'Tbla rate I• •lmllar to 
that ekhlblled by the wtld-typr •traln arown 
In ••utamlne-only rnedtum. The 051-:GSJI· 
mutant uUltzc• the •Ucclnate prcscnt In the 
ntedtum. althou&h at a lower rate than that 
or thc wtkl-typc st:ratn (Fla. IA and Table 4). In 
&lutamlne medtum the wtld-type straln can 
•tlll couple •ucclnate oxldatton wuh •ome 
.. utamlne ayntheaJ• (F111. 2Dt. !M>methJnc that 
can not happen In the double mutant 
whereaa •lutarntne aynthe•I• Is •re•tly 
curtaded. Then. the low rate of a¡rowth of the 
OSl·:OSll- •tratn arown In &lutamlne-only 
medlum (7 h D. T.) may be ratJonallzed 1r1t la 
•-urned that the double mutant can not 

=::;:::eor':he~":~W:~;:t 'i:r'":u1~=~ 
ctenwed &om .. Utamlne. 

'lbe con•lder•ble dllutton or label f'rom 
auccanate to eonte oraan1c actd• 1n the GSJ
;GSU- mutant •tratn rrahle 4) 1• prraumably 
due to enhanced atutamtne uuu .. tton and 
catabollam and to a lower utUta.t1on or 
•Ucclnate. '11te relatlve lncrea9e In the 
amount or lntracellular Olllanlc acld• In the 
double mutant. aruwn In the preaence of 
.ucctnate-&lutAllltlne a. .everat-rokl lower than 
the relattve cldutlon of the label In the 
extracelluJar 01Wan1c actd• dertved from 
1•4CJeucctnate lhlble 4). Stmple dllutton doea 
not ea:platn the decre••~ In apeclflc 
radloact.l.Vlty. "ftte Jevel or .. ut.amtne and lt• 
aynthe••• are two factora reaul•ttna the 
uUUsatlon of eucctnate and co-ordlnaUon or 
the reaulatton ar the.e two aub•trate•. 
flowever. OÜIS t9ct.ora ....,, be lnvolved In thla 

~~f.~!rr'!::n •• ~ar ac~1'!~t';P1:;. ~ 
i..ununoaaraun I• decrea8ed by &Jutamate 
......_ etcal •• 1998). M~. &Jutamate •• 
eu:reted to U. IDedtum wben R. meldotl and 
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R. «1' wUd-type atratne are •rown on 
aucclnate-•lutamlne medlum (data not -· ...._.., •lutamtne cycle• may o~rate tn 
~ Olutamtne may be catabolUled io 
CO. and Nff4•. and the NH.&• ea fonned tnm1Y 
be fttncolfcated tnto .. Utam.ltw amiele by the 
actton ~~s. Ttw OS-OOOAT .pathway 
Jll"D"ldea ror tbe reayntheal• of U.e .. utamlne 
carbon •ll:eleton and Ita a-amino SFDUP-
Enero la -- - the cart>on•...., l_IRroltena ol stutanlM'lie me turned OW'et" In the 
OS-OOOAT palhway 111 ....... 191HJ. Tht• 

c: thway alao conaume• 2-oa09lutarate. 
ndeed. lhl9 Ol'plUC .ad •• excreted an s.,.. 

- In - os- mutan•-""'* 31. "lhe espendlture al efH!TD' and conaumpuon º' 2-oaoetutante are two demandan• 
procetleftl that 111ua1 be conalderrd In any 
compreheludve tbeoay that Unll:• .. utam.lne 
eycUns (and eepectally ti• aynthealeJ to 
utUtaatton and oaldatlon oc eucc.lnate 
carbona ,.._._ 1980.J. lmpeil'lnent or the 
CGnW!rMOl1 ol aucctnate c.rbon to coa .In lhe 
OSl-:OSll- -n - the ·- rate ol -11 o,. tht• mutant In eucctnate-ammontum 
__ ... ___ ,_.__°' 
2.......,.,u_ .,.,._....,.._. rar...., _,_, 
oC aucclnate throu•h the TCA cycle. -·---.,.,u.--__ .,.._ --of- -la olOSlll. 
lnt~. the double tnutant ~ on 
9'1Celnate-.......Uum wnec11...- .ccumulated --·-------- ........ lll-3...,_ape.-ofl7h. !Cvtdeftt17.the 
red- In --- ol2.._....u_ 
::....~~~=~~~-

-- - -· . - -· .-- - -- - - - - ... - . ---.. . -·.,,,·oi ......... ~"" ... ""·"<--'.-"-"·-' ........................ ~ ~----'" ·'. 
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\ 
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\ 
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\ 
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i 
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1 
1 
1 

_,_ 
-· .. A..-· .... , • .,,,_,..... ==::a':':i~ J·~.a .. ~~1:}'ª&".~ 
:--=.t:::a.~~-== ·~.;::v= 
~----.. --. ...... --... .... srt to • .. -. •.. - .... -.•.... 
-· ••••• --· J. ,. __ 
............,,. lfMtllloCI 1021 h•• three 
dllfew'wntlall~ re&ulatecl loca lnvolved tn 
..-scn0ne blo11711the9a8. none or wh~h •• 

- - - ... _.. llxatton. " - aTa.1e?S-1e82. -. ... - •• (1. ___ .,,_ 

- 1 w - ---- ~-.y r~..:.t:.~re~sea~ ln 
-. ..... ._.-. ....... -a e a.a 
-•· &a-.-nw .-onu-tn 
• 2 1 .- .CU: StuclWa wtth a new mutant.. -"··-·-· --.. - .... .._...a....•--n:;:;::_ ~==-~~..,:.:.:. =~ 
~In -etU.8'odla.n 

a ] TQ ... --.. ILe --. ..... 
- •. ,._ re.-n ............. -
'!'-~~-~"'"'--· ,, ___ ª"'· .......... - ... -... - ... .......... •· ca ... ). A prevloualy ..... __ .,.._.., __ ~ ... __ --lllriT.,,_.....,_ __ -.-.a.-
-·•1s-1ne. 
.......... - ... - •• (&~. Olu.tamtne metaboUam In nt~n-atarved _,,, ____ JOft>M-

aaa . .-.. 
~ -:·-:.·r:c. a8hata::tt.:i.: 
a .,.utatosy • ..,.., controlllq &h•coae 
e&tllbiilt1mnl la -.cd'.WUUD410N ~- J 

- ª'"'· 7'70&-?708. ... a .a...... .. -r. c. (&W). 
Metaboltam of •-amino acld•. IV. y
Amlnobutyrate fermentatlon by cell-free 
_,,,~_,,_ 0--.--........... ,. __ Why __ - __ _...,, ... th ___ _ 

..,....._..., ,,_ ·--· -· •• a a 1 o.a-J.(~.0-

3315--3323 • 
... ºpG s.a .• -...T ........ ~.(l.W). ...,.._.....,al &lutamlne eynthe9Ca by..,_,,..., 
and eenne ln ~ c:nuaa,. J Dacter10l 

-· 133-138. -·J .... .._... ... A.,._.,_ -y cK 
poly·Jl,·hydroxybutync ackl. J Sacl""°' -· 
33-3& 
..._.... ... ~~ ..... ae10.a 
-._ ~- 1•9971. Funcuonal analy•l• or 
ammontum •••lmllatton enz:yme• tn 
... •• •• ....... J Gen M'lierobtol •••• 
3333-2340. 
-.a.a----.T.e.&..-.ln-o 
c\oftln& and eharactenaaUon or the pbCTUP 
sene cluater of E•chertc:hia coU K·l:&. J 
- an. 32!!0-32!16. -·a. W •• - D. O. a.a.r. IL (&-&). 
Glutamate and y-amtnobutyrate rnetabobam 
ln teolated RhUGIWum nwlilota bacterokl•. Mol --·-··37-4&. - J.(& ..... Olutamlne _._ and 
.,,,.,, .... tn __ _....,,..._. 111- .Reu ------J .. - ... - .. ,·-· Re.ulatton of ar.tnaae actlvlty by 
lntenned&ate9 or the •flllnlne blo•yntbettc 
n:.~~-:n.~pora crcuaa. J Dcaclertol - .................. ,. __ 
Anunontum •••lmllatton tn Rhtsobtum 
- ,,_ ·-· 1334·1240 . -· •. A. • _ ... _. A. ,._,_ 
Phoephorylauon of methtontne aulfoJdmtne 
b!I' &'utamtne --- l'roc Notl Acad Scc 
- lM-170. 
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.............. 

.... a. -..-·-·u- .w •eco.-• HC ... ...,_... .... _... ..... .._ 

..... _.,. ..... --· ....... d ........... Cella - .,_In 10 ... 
--10-.... ........., -41um lor 11 h and the a.bel - edded CD a......,.. 
ol tbe cultuna lar :so - aa atated 1n Metboda. Pulel a: ••coa._ 11.•
•ecaa-. Pmnet b: •ecoa lirmD 1u-•eci.sutam1ne. ••co,. -iuuaa 1n u... 
wlld·tnoe---:sn.:111 Uld m.:n1 c.p.m. (IDS~·•. I" ¡ th91:F.-n
....__......_. .. 100 ... Pllnelc: •.ec ~ 1nto-aclda 6-U.4-

•4Cleucclnate. Wlld-lftle apcclftc acuvlty (c.p.m. nmol·I) ol - aclda -: l. 
-partate: 7,710: 2. Tbr-ntne. plua unne: 3,700: 3. Olutamate: eeó: 4. 

Glu-a-: 830: 11. O~: 2,S.O, and e. Alanlne: l,810. wdd·lftle mpacMlc 

-..- '"-'PGl.ted lnto - aclda- tallen .. 100 .. _th _ 111u- ol l. 

~= 8,742 Miii 8. Alanlne: l.888. napectively. wblch _......,_.In the 081-

---. 
................ _Uwl .... ._... ..-. ..................... .... 

Cll8 ..._ .._, ........... l!lpecdlc acUvtuea o10S1 co. et and osn e a. 
•) ~by Ita aynu.eu- acttvlty, dul"tnC puwth ol R. mdlloH lCDl Copen 

.,......... and A. etll CE!'S Ccloeed A]llllbalaJ. Puael a: .,..._..cm - _.. 10 11111 

••e •na .. ·10_ .... _medlum. l'llnelb: puwthcm-wtthlllu-

_.. ............... Clllball -. 
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w ..... .......__ ................. ~_... ..... , ............... _ ... .. ..., _.._ -------_ ..... _. . 
................. 

-~.-... ......... m1a • ........ 

A ,-
«pe• _.__, 

...... e.a ........... 
3.3 

l.l 

11.3 

-.3 ..... 

a.e111csa ......... 
14.:1 

UUI 

:11.9 

33.9 

(48 •• 

a.-b, lllbelllnC ..... _.,..... - atated In Methoda • 

• ............. -... ...... -acle • 

............ _ . .......... 
e.o 

18.:I 

7.7 

1111.7 ... .. 
• ... - • .--... - allmbel In -- pnoaent ....... ·--pmap . 

'Die ...... label lncarpal'sted lnto - ............ ---- tslren- 100 ... 
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O& lts' 

01u--.. 

.......... 
aoaa 

• • 

o.:a 0.1 

3.9 3.7 

....... .......... 
--:am-

• 

.. .... 
esa 

• ..... ............ . 
e.o 1e.o 0.1 

N.D.• N.D • o.e 

• 

....,..._ ·- _,. .,_. In 10 mM auec:lnate- IOmM-

---- deaCltbed ... Methoda • 
• llat ............... 

• aa..c - cao...., _ _.... an11 na....,.-. 
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4.1• AVAllClllC IDISIL. TllAlllA.110 1D1m INVISCT11<9ACIOIHI 
'nTULADOI •1111L. IPAIPlllll. IDlll 11.A emMVtmeme IDIS 

..OLl•mTAlllDINOXl•UYIRATO (IPHa) 111111 llllL. •lllVAlllOUCllO 
Dm CAllUIOMO IDlll 1J11•1Mollply• ..a•. 
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'.J.. - •L ..... L D• ~ -~--·%• D• 
.OLZ ..... -J:Daoa:s:•UTJ:-'l'O C•••> - •L -'l'AaOL%9llO .. 

caaaOllO .,. a1a1w9 111ye au.a.,. 
une gran v•riedad de •icroorganiaa.o• acumu.l.an COlllPU•ato• 

par• al .. cenamiento de carborio y energia. uno de eatoa co-.>ueato• 
a.p1i ... nt• diat:.r.ibuido •• el. pol.i-11-hidroxibutirato <PHll). S1 
conoc:imi.ento del. papel. que el. PHB juega como un pc>11. .. ro de reaerva en 
1• •obrevivencia. pro1if•r•ción. rijación d• nitrógeno. metaboJ.ialllD de 
carbono de J.aa rhi&obacteria• en la rhi&oaf"era •• de i.mportanci.a 
1:'-t•1· 

A peaar de que no todaa l.•• bacteria& aon capacea d• 
acumu1ar PHa •• ha ob••rvado que con J.• expreaión heteróJ.oga de 1•• 
v1•• de a1.nteaia d• PHB. d• manera i.ntereaante. aJ.gunaa cepa• 
bacteri.anea que or:i.ginal. ... nt• no pueden acumul.arl.o. •• vuel.ven 
~il•• para aintetizarlo cuando aon cul.tivadaa en ruentea de carbono 
tal.ea ca.o gluconato. lactato. glicerol. y hexoaa• CAnderaon et al •• 
19901 T..._ et al •• 19901 Hui~berta •t ai •• 1992). E•to augier• que. en 
principio. todo organi•mo. haata poaib1emente planta• y animal••· 
pueden ••r capacea de sintetizar PHB si. se adicionan un l.imitado 
ndmero de o•n•• a tr•v•s de la• técnica• de in~enieria genética. que 
inc1- llllalA· ~Y llb&lC. 

La aint••i• de PHB invol.ucra a trea enzimas codi~icadaa por 

:f::et,~::·.:.~i!.~:;~:.ar~~~=:~::d:: -.,to:.~· c!::1i=c~:r:::ccT1.S: 
enai.911tica que ea negativamente regulada par uno de aua producto•. 1• 
coenaimmA CH8CoA>. la cual •• talllbi•n un producto cuando :la acetil-CoA 
entra a1 ciclo 'l'CA en condi.ci.on•• óptima• de creci.•iento. ooa· 
91Dl~ulaa d• Aceti.1-CoA aon convertida• en aceto.cetil-CoA por eat• 
enai ... a1 gene abl:all, que codirica para una acetoacetil-CoA reductaaa 
clependi.ente de NADPH. Sata •nziawa •• diferente de la reductaaa 
deacrita en la degradación •-oxidativa de loa 'cidoa graao•. y por 
41tia>. el producto del gene lilblilf¡;. que es la poli .. raaa que utili•• CCllllD eubetrato •1 producto de la acetoacetil-CoA reductaaa produciendo 
... 'JI J.iberando coenaiaaA. sn algunaa inatanciaa. un cuarto gene ha 

=:r::_c1o.1•c:,r r:=~::~º e:nc::.::&!:- -i~';';,,';!:c;6;..::_::e. ~,:::: 
y au pape1 parece e•tar re1acionado en 1a poli .. riaación de1 •H• 

~-=3•::~!. ·~~l i~~~~;a d.\.9'a~n .. "::i1-:t:::n!ttn:;.:r~~:c:f~c!r1:~-:;. 
la aupereici• del gr•nulo CPieper-Purat et a1 .• 199•). llutantea en 
_.. no direct.-.nte involucrado• en la ainteaia de l'lla que ac--.alan 
n&velea ... ta.jo• que 1aa cepaa aalv•atre• CPriea et a1 •• 1991. 19921 

'f.::1::::.::i:t ':1.~~2~·~~«¡~';!!1'::t:t~!:•::e: :.\~· t'='!u~r= 
- 1a atnt-i• - ..... 

han aiclo 1~.!:1:~~.-:r:!~: ::~~~r~=~-~o::: r •• fnteaf: ::•=y 
-1ihi*°-ia1canoatoe CftlAI CHuij-rta et a1 .• 19921 199•>. -. de 
la r\lta cl6aica. La preaencia ele ••t•• ruta• ha •ido obaervada en 
c61ulaa cultivada• en una fuente de carbono •i1111t1e como g1ucoaa y/o 
6c.icloa graaoa. Laa ruta• -ncionada• son la• ai.guiente•: i) La 

ea 



Mel.ong~ción de J.a cadena de ácido• gra•o•- que •• coq:>arabl.• a l.a ruta 
principal. para l.• •int••ia de mc>nónwro• de PllB. en la cua1 1• ac:i.1-CoA 
•• una de J.a• do• molt6cul.aa de aeetiJ.-coA. Sn ••ta ruta ae h• 
encontrado que l.•• unidad•a monoméricaa del. PHB aon ine1uao ..... J.arga• 
que J.o• •e.ido• graaoa que son util.izadoa como aubatratoa (8randl. et 

~r· !!~~~ :-;i~':9is-~;J.:;!~¡¿~~9~~ ~!_> v1!~ '!,9z.~~~~~~.il.ónc!.9nLcJ.tg; l~td:: 
gr••o• aon uaadoa como aubatrato•1 iii> La bioa~nt••i• •de novo• de 
~e.ido• ~raaoa: •• J.a ruta principal. cuando laa ~uent•• de carbono en 
que •on cu1tivada• l.•• bacteria• aon ruentea de carbono •i...,lea. 

La acumulación de.1 pol.i.••ter de reserva PHB ha aido 
_..,1:1.amente cloc\lllMtntada (Anderaon et al •• 1990). La preaencia d• é•t• 
en varia• e•peci•• de ... ,,.,,. durante J.a aimbio•i• (WOng y SVan• 
19711 Goodchi1d D.J.1966; McDermott et a1 •• 1989) y en vida 1ibre lde 
Vri•• et al. •• 1986; Tolllbolini y NUti 1989; Tavernier et al. .• 1997) ha 
aido reportada. A peaar de que •• han propueato numeroso• papel.e• para 
el. PHB en •a••••••. haata el momento ninguno de ••toa ha •ido 
cl.ar .... nt• d91naatrado. 

sabemos que en a...as.J..I. el. PHB ea aintetiz•do en J.a raae 
estacionaria y que en la rase exponencial. ea aintetizado y degradado 
conttn ....... nte •n condicione• en laa cual.ea no •• acwnul.a ••te pol..iaero 
(Encarnación. et al. .• 1995). S.to augiere 1• presencia de un mecani.mno 
reguJ.atori.o ..uy •enaible que controla ia acumul.ación y degradación de 
Ptlll. 

Esta aituación ea ••p•cialmente ravorab1a en organiemoa con 
un• baja eeicienci.a en el. cicl.o TCA. La acumul.ación d• PHB con•Ullfte 
•n•rg~a. carbono y poder reductor. eata uti.lisación puede prevenir la 
inh.ib:ic.i6n por NADH de vari.•• enaima• del. cicl.o de JCreba. Sato 
expJ..i.car'• como aer6bio• ••trieto• como a..as.a.,a.. pueden .. nt•n•r un 
ciclo de Kr•b• runcional. con 1a baja concentrac&ón de oxtgeno 
requerida pera 1a fijación da nitr6geno 18ncarnaci6n et a1.. 1995> . 

tienen un =:~~!.:4:.~~i:o·~~=~at1~~ c~:J~ª•o~ :~:1cfe!:O":.•!: 
MM (Rnc•rnación et al 1995). Eate metabolismo ae caracteria• por: 1) 
una reducción en .la tasa de crecimiento1 2)Excreción de 6cidoa 
org4.nicoa1 3Jdiaminución en .J.a activida.de• de l.a enzima piruvato 
carboxil.••• (PC>. piruvato deahidrogenaaa (PDH). oxoglutarato 
deahidrOQ•n••• (OGDH). y roaroenolpiruvato carboxiquinaaa (PC'JCA) 1 •> 
a~J.acidn de 1'11111 y 5) agregación ceJ.u1ar. 

Para el an41i•i• del. pape.l ele 1• atntea:ia de Pll9 •n a..&.I.&, 
hellma util.izado la 111Utante en la PHB-aint••• CA1t1 (Pig.2) <Ceva11oa et 
ai .• 1996) ia cuai ~u~ conatruida por in•ercJ.ón ctei ca•••tte::QSp en 
•1 ven• de 1• PHB aint••• crJ.g.1>. 

•> 
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•te.1 cae..-cldn ele l• -..tante ... _ por ln•ercl6n de1 c--tt• i 1 A8p en el - ~ 
-....u.. 

Seta -.itante no acumu1a PHB en ninguna de 1as condic~one• 

1:::::-:~eZ:f:::.• <~~v~~~~ ::t:~ .. cºf;;:>tr;ct~n;:. daeob~~'!it;:.~:· .~ 
fl'&9 crece pobr ... nte en piruvato o g1ucosa cano fuente de carbono. 1o• 
cual- oxi.da en un 30 y 70•. reapectiv-nte (Fi.g.2). 
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•.1. •• a. aa.1. .. c~6a .. 1.•c-aJ.uco•• .. 1•• c..-• ele a......a.A cs:J y 1• mu~ant• phale
C~I, ......... - c ... cleroa en 1•c-a1ueo•a v •tcl 10 ... e/u. • la• 4'h •• •ldi.6 
•1 c..ec&aA-&o )f la incorparaci.6n d9 1tc •n Hco2. l 1 J cu.ent.a• por •ln/a.g Prot. ele 
11ec:1 •1ucoe9-CO~, 12) Crec'81•nt.o en ..... ot../•l de la capa •i.lveat.ra c•3 CA> >f 
&a _ ....... ....:- ,., • 

Ad.Ma pr•••nta una baja re1ac.i.6n de NAD+/NADH. al.go que 
h..o• r•lacj.onado con 1a a1.nteai• nula de PHB ya que ha aido 
clocumencado que 1a preaenc:i.a d• nuc1e6ti.doe reducido& en a1ta• 
conc.ncrecionea en •l interior de la c61uia producen ~nhibición de 1•• 
ena& .. • del ciclo 'l'CA. como l.a piruvato d••hidro~•n•••· •
ceCoglu~arato de•hidrogen•••· citrato aintaaa. • iaocitrato 
deeb~clroeeaa••· La cepa mutante ~. CAR1. crecida en piruvato o 
glucoaa preeenta una ._ja actividad de PDH. l.o que puede •xp1ic•r •1 
crecia&ento deai.ciente de la CtlPA mutante en piruvaco o g1uco•• coano 
eu.nte ele carbano. IFig.>I 

Con 1• Cinaliclad de conocer cual.ea aon 1o• poaib1•• 
mecani ..... retaUlatorio• que Ulpiden • ••t• c..,. crecer en piruvato o 
•1ucoma oamo ~u-~• de carbono a..... muta.-ni.sado al. •zar con •1 
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pSUP5011 C"l"n5 Mob) a la cepa CNl1 obt•ni•ndo tr•• •i•l•clo•• CVDl58. 
VDIS7 y VDl36>. Eataa cepas no acumu1an PH8 y crec•ni ópci...-nte en 
piruvato o glucosa. incluso mejor que l• cepa •ilv.atr• CP~g.3). 

A 
100 

~ 
l. 
~ 

10 

• 

1• 20 24 -- o 4 • 12 1• - 24 ._ .. 

e 

o 4. :J..J.•• .. 

·~· >- crecia4•n~o d9 1.. e..-• de &.M,M. cp • ..-ie-.,,_-se. ,,__ • .,. ,,__16 -
- con dil ..... t•• Cu.a&•• .. ca.-...... •-1 ª' ., ..... t•--·· C1- O/U)' ._1 
ar Gluco---.nlo (I~ c/U)I •anel Ca Succina~o---iO C1a- e/u). c..- el.l ... Cse 
ca:1 e•>, ma&an&• ablill:· cO• 1 11&11111;-: :a.p.tns cvmo•> ca> 1 ~-, .a.p CV81S?> e•>• 
~-::Dmp (V91S8> e•>· 

Adem6a de ••Pr•••r una ma,,or acc..i.vi.dad de pi.ruvac.o 
deabi.drogena•a CPDlll CPi.g.41. 

- ... ·. 
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•••·• &ctt.•A.•de• •epecilic•• d• pi.ruvato de•h:l.dr09en.9•• d• &aa&&&.. ~ V 
.... , ..... cseci. .. • •11 dilerent.•• fuente• ele carbono. ••n•l At Cr•c:l.•i•nto en 
eucct.nato-.....,:1.o lOllll c/u1 •...-1 81 Creela:l.•nto en glucoea-amonio 10 lllil e/u1 Panel 
Ca Cs•cU.ieato en piruvato-a.on:l.o 10 ... e/u. La activlcliad ••pec~l:l.ca de la PDa •• 
...,_....._ ComD nan..-oJ.a• ele producto for.ado por ai.nut.o por •iligr~ de protetna. 
(l) C•pa •ilveetre CS>; (2) Mutante pbalC- CCAlll) 1 (:J) Mutante ~-: :Oep. tn5 
c~•>1 e•> ....... -.:a.p CV8157>1 t5J ~-::o.p cvmo•>· 
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.. t•• ••gunda• IRUtacion•• Cu•~on •ubc1onada•• obteniendo 
_t_t_ - e61o conti9ften l.• •99Uftda autaci6n.1Fi.g.!U 

~ .... -~--............... _ 
-·· -.. e zs: e --

-·· -

...... c:i-acl6n .. 1• ........ 91&acl6a ..... ~ ... r .. l• ...... tl.dn. ...... tot•1 .. 
l- o...- V81S•.S'7 " ~• con scoaz. loe lr•-ntoa fl"9 cont..:l.e..-n l• ln•ercl6n .. l 
............. 'l'aS eueron clonado• •• •1 p.;rgaoo " ... lene.• cruaa &r.:1.paran&•1 •• 
_..lll...-- a la c:epe •l1,,..&r•. 

•• 



gene~ fP&g.6A). Por otro lado pod-.o• ota.ervar a.1 hibridiaar la• ai-• _,,tanC.•• con el pSUP5011 ('J'n511ob). que l.•• banda• obtenida• en 
la• cepa• VSll57 y VDl58 son del mi•mo t._.fto y direrent:.e• d• 1a 
obm•rv•da en 1• cepa VDC34 (FiQ.6B>. 10 que ru• corroborado de•pu•• 
por la ••cuenci• d• l.oa genes interrUJllPido• en .10• rra.-.nt:.o• 
el.-. 

-- - - --- ---- ---"" • 
...... ft.311Cb ..... ... ·-::-~- - ..... .. .... ...... . .... 

•••••• .,_. ......... 1 ~._&..u~ JI' mut-te• C'Slli:rllllp-phlle.,_S ........ 
- .. tect• .... - At el. •&...U.do ....... •• ua lr-nto • J .e-. C-1.Z.l:J ... 
~ti- •1 ~ .-..C d9 a.MU clan.do - dicho vector. v •t ..... eaa 'ftlS ... 

Lo• rragmento• que conc.&•n•n 1oa "l'n5 de cada una de 1•• 
c ... • fueron c1onacloa en •l. pJQ200 v -.di.ante una cruaa tr&parenta1 
1•• -.tac&ane• rueron tranarerida• a ia cepa •i1veatre obteniendo 1•• 
.. taat•• vmllSa-s•. VDl57-55. vmc>•-• <r&g.51. Seto•• h&ao con 1• 
t&ne1&- de ••tud&ar •1 tenot&- - 1•• ... tac&onee con tn5 en 1a c
a&l.V98t-. - .... .- - 1• ac,_.1ac&dn - - - - - 1•• -tant•• ...... &11.. cvmea-5• ~ vm9157-55) tu• •61o •1 •o• - 1• ................ 1• 
"'-•&l.-tre. 

ca.o .. nci.onemoa •n •1 P'rraro •nt•ri.or 1o• fragmento• 
ooac.eni.endo lo• Tn5 de 6•t:.•• clo• •ut:.ant•• rueron c1onado• y 
••cuenoiaclo•. en el. rrav--nto cJ.onaclo d• l.a .utant:• VSMSa •• 
icl.a.tificaron do• ra••• ele lactur• abiert• (Ollr>- •1 c.r1 (57• pb) 
conti .... 1• J.neercidn ct.1 "l'n5. y •u aac:uencia nuc1eot1•ica pr••mita un 
ao• ele tlwl1ogia con al Olll"1 de • -•''M' ('ft:lilllbol.ini et al.... 1995) 
:r!;,; 7 ) >" 1~~/;¡:;.7¿• (~.:~v=11 ~o~~~c:'.f•'\TIJ,9t,l~t)'!''-
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mf •.-1 ~ - 'l'OISl'WftD mJMMCRZ ~ !D 
..ra.ali ~ -~EUBMCRZ~ !D 

a.m... ··~ - 'l'Ol'SJ'lrlm.. mA- EIP.'IQ:Nt.. !D 

mf R.-1 llmlBlll.llQ LIWJU NIU"1&nll ~ OM11BVL91 100 
mf a.ali 'lmMMll'Q LIWlU NIU"1&nll ~ OM/l9Ull 100 
a-.- .lllll8&llQ L1WJU lllllUl9Ul gu .. axac gMIRl.UR 100 

mf R.-1 ~ OWQ!ltCN' <Zlno1QCIU: VHQUIE-a;l wo 149 
..r a.ali ... zw 09!ml- CJl!ll'PlaH.O IBCNRm1 ~ 150 

0-.- ··~ ~ .. . Nr G.TP.Qa. •• P.Q ••••••••• -.P.Q 150 

mf a.-1 llQ UC 11 M'RI LACA llM"'llrJl!P! QLMlQnlUJ ISD 
mf a.ali JllG una --llll' llM"'llrJl!P! ~ ..,_ 

e - llG una·•·•·····~ .. a .... aD-.. 
1912 
lllO 
l9l 

•&•·., ~racJ.6n .. 1•• ••c.,..ncia• de -ino•cido• dedlaci. .. • .. 1•• •ecueaci
wl..cS•lcae •1 OIU" 1 .. a..&M. cepa ca> "if clel .-. de p -!''d' lTclMao1i.ai. et .a .• , ••• ,. . 
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•••.a ~i.aael.dn cle1 p14••iclo pev1a c1onado de la cepa ~sa. i6et.• pl4-iclo 
coat.i.- •1 oal'l i.nt.•rrumpiclo por el t.n5 y un OltP ... t.i.en• ha901ogla con •1 -
~ .. 9 -ataeat. Sn (At podewt• Db•ervar 1• pc>•i.ci6n y orient.aci6n del laa 
••••• .. loe o•r•. t•J al .. pa tf.aico d•l pl•••ido y ait.i.aa d9 raaericci6n 
i .. nt.i.Cl.cadoe. V en (C) la ••t.rat.agia de 1• aecuencia de DHA. 

Actualmente •• realizan eatudio• que pennitir6n di1ucidar la 
Cu.nci6n de ••t• ORP1 en la acumulación da PHB y •n el papel. de 4'ate en 

:!t:~~~1a11-=.::. ci~t;.-:s°o,•n a't"1:::!:-.~~n':: ::;;~ncf:1~.r~c~ or! 
cl&-.i.nuci6n en la acumulación de PHB en la cepa VEN sa-s• y VDI 57-55,, 

!::.e;-.!:• .:rr!9;!:'1:;i::":. J.i:•:1~.i1cC:.:f.°~t1n~H:.uvi•r• un INIP91 de 
Como mencion~• anterior99Dte, .....a.a.. al ••r aubcult:ivaclo 

-.. ,_ c-..bia •u .. tabol..i.a-=t de aeróbico • ~ermentativo csncarnación et 
a1.. 1995), preaentando una ••r.t.e de cAIRbioa morfo~:i.aio16gi.c:oa, 
dejando de crecer a1 aer aubcui.tivado en IGI. Sin emb•rgo, a1 
aubcu1tJ.var a ~ cepa VDl59 en ... -piruvaco, condicJ.ón en 1• cua1 
1• cepa de &.a&.&.&. CS3 deja de crecer en el ••ciundo aubcul.tivo, 
obaerv.-o• que esca doble mmtant• contiene una mu.tac:i.6n en •1 OllF1 y 
QUe .anti.ene eu crecia:i.ento en el aegundo aubcultivo CPi.g.9). 
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P&•·• crectaAent:o• de la• cepa• de -...a¡,.a., ca::. y~· (phbC11Uap. Oltrl11CnS) en 
...-CUJ.&&,,.. - - e- p:lruvat:o-.monio. ••n•J. Ar cepe a:llveat:r• CS31 ••n•J. •: 
-.e. .. &e ,,_.. CpllaaC11Dap. OllPl11t:nS). ce> •rt .. r aubcult:ivo1 e•> 8egundo 
-.lltctalt:i.vo. 

••to no• augiere que ~ate OllF puede tener un pape1 centr•1 
.. 1• bioa1nteaia de PH• regulando el rlujo de carbono en virtud de 

::·1:C::ne-:!'CC:f~-~t;.·~~~~~~~· t::mr:: :~-=:.'!.e :.~~i~i~-~~~~~ 
graaoa. o pracuraorea ele 6atoa y coaw>it• con 1• ainteaia d• e11oa, lo 

==6~~1~ •;:r::::::f:o~T. 'i°_.~~~c;,~~r..::cf=;o q~: ~~~t;¡o01i:::.U 
deja de crecer durante la raa• eatacion•ria, aurre una diandnucidn en 
1a CODC9ntracidn de loa •ciclo• graaoa que c::gnat:i.tuyen au -.brana C•1-
1Chani et: aJ. .• 1981 >. Para apoyar ea ta propoaición •• conveniente 
••ftalar que 1• cepa d• • •sJ& CS3 a1 ••r •\lbcu1t.ivada en Mii 
fauec.inaco-.-onio) •up1 ... ntado con 4cidoa gra•o• como pa1Bdt.ico y 
.. c .. rico. •• capaa de crecer continu ... nte. ca.o ya se mencionó; 1a 
b:l.ocina CI'&• •• co~actor ele una de 1•• enai ... • q\le participan en 1a 
•iat:-.i• - 6c.ldo• gra•oa. "-id• el c-io del -t:aboli._, en a.a&M. 
~r o&S'O J.ado mi "' 0 0 ., .... cepa W-1!5. eata a&W Vit.aaina 
produce un •~ecto inh:i.bitorJ.o en 1.a •1nteai• de PHa (Chowdhury et a1 •• 
1•••». 9'or J.o an~erior. ac:se.I• de2 efecto d•acr.ito aobre 1• p.iruvato 
carboai1aaa que i9fl)id• la ac~1aci.6n de PHB. CDunn et al.. 199tU. 
evitando •1 calllbio d•1 .. tabo1.imno d• aeróbi.co a rermentativo. la 
b.ioe.ina t: .... .i'6n podria tener un erect:o en l• regulación del r1ujo de 
cara.ano hacia •ciclo• crra•oa. ev.itando que ••t• ••• acum.u1ado como PKll. 
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coeno auced• en condicione• fermentativa.• (Encarnación et a1 .• 1995). 
En este contexto y apoyándonos en la evidencia de que ia mutación en 
•1 ORF produce una disminución de hasta un 60• en 1a acumu1ación de 
PHB. •l papel del ORF sería e1 de re~ul.ar el. flujo de carbono hacia 
PHB. ca..,i.tiendo por el carbono que en condiciones de crecim.iento 
exponencial. pretende aer l.l.evado a1 ciclo TCA y a l.a aint••i• de 
4'.cido• gra•oa. 

Por d1timo. como ya lo hemoe propue•to con anterioridad y 
pudimoa corroborar con el. pre•ent• traba.jo. el PHB debe ser 
c:onaiderado como un producto de f"ermentación que aecueatr• poder 
reductor. nec•••rio para la operación del ciclo TCA bajo condicione• 
llli.croaerdbica•. 



..a .• AVArMCISC lll>ISll.. VWA!e~.!10 JD:a WMVISC"ll"INllA<CllOIM 
Tll'ULAD01 •cll..OMACIJO[l'IJ Y llllllS<811JJ~ClOIM ID!m ~ OAVA!Ut.9A• 

IJl>ISlllH!>XQlll>AiQ/A lll>llE l!l!!td"'RlbJpfW .u¡•. 
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•. 2. - Cc.o.AC%Oll 'Ir aaGULAC%Olf D9 LA CA9'ar.A8&-..-0SZDa.a 
D• ab&eph&ya &LJ..L. 

Sl eatré• ox.idati.vo ocurre cuando l.a concentración de 
••Pecie• activas de oxígeno en la céiu1a aon 1114• abundante• que 1o• 
-..e.ni...,• de de~en•a de 1a c•lul.a y el dafto al DNA,. RNA.,. prote1naa y 
11pido• puede ocurrir. En consecuencia,. virtual.mente todo• loa 
organ.i..,. aeróbicoa cuentan con aiatemsa de defensa. 

La reapuesta bacteriana a.l. eatr6a oxidat.i.vo ha •i.do 
extensamente demostrada en ••q1aeg&q.1t&e c..sa..l.J._ y ••J•e••ll• 
S!ft:••er=•ee Un grupo de genes y sus productos,. que son reaponaablea 
de l.a reapueata al. estrés oxid.sti.vo han ai.do identificados.. t6atoe 
.incl.uyen catal.asaa,. peroxidaaaa, superóxi.do diamutaaaa,. enzi111Aa 
reparadora• de DNA,. etc. 

Bn bacterias fijadoras de nitrógeno poco •• conoce acerca 
de au reapuesta al. estrés oxidativo o sobre au habil.idad para 
aobrevivir a diversas condiciones en e1 aue1o y menos se sabe l.• 
..nera de cómo l.es a~ecta. particul.annente. el. estrés oxidativo en 1• 
acCividad cel.ul.ar durante el. eatabl.ecimiento de l.a •imbioaia. 

Sa iinportant• mencionar que no sólo en presencia de oxígeno 
en bacteria• aeróbica• o aeróbio• facul.tativoa a• generan eapeciea 
oxidante• d•ftinaa al. .._tabol.ismo general. d• eata• l>acteriaa. Ta.bi•n 
en bacteria• anaeróbicaa. por medio d• la reacción de Fenton. el. 

f::!:!-~1d•.:!d~~gdee°z.00;-c!b::•·.1~8=•c:~:• r~~~t'iv~ª1~:13:n~!~º~\ci::d~!i 
hidroxil.o (OH-> (Hal.l.iwell. et aJ. .• 1990; ltyan et al .• 1992). El. anión 
auperdxiclo y •1 peróxido de hidrógeno pueden tambi4'n ser generado• por 
autooxiclación de deahidrogenasas. tiol.ea. fl.avinaa. oxida••• y por 
racli.acidn de iua UV (Parr et al .• 1991). 

Sn numeroaoa eatudioa reaiizadoa con t..ct•ri•• anaer6bic•• 
han .._,•trado que ••P•ci•• aenaiblea a ox1geno t.ienen direrentea 
r.n909 de tolerancia rrente a eate c~ueato y que no reaponden a •1 
de una -.nera un.ironne. Par ejeapl.o. •• han reportado aigunoa tipo• de 
becter.ta• que permanecen viable• por J.argoa per1odo• en preaencia de 
oa~v•no y/o rad.ic•1•• l..ibre• CPin•gold et al •• 1989; llorri• J.a .. 
1980J .. •1 en caao e•peocíri.co del. nóduJ.o que ea donde •• al.aja 

Z::l:f'JaT ..:=:~:.:•du8r~':1.ºªJ:ée ~~o~!=~e~~ :onªc1c:6;er«!.~d:!f!:~ 
ur.tca••· hidrogen••• y 1.egh.-oglobina (Del.ton et •l •• 1991 > ••t.._n 
auj•t•• a un proceao de autoox.idac.idn generando eapeci•• al.tamente 
r .. ct.tvaa (~et al. .• 1981). Por ••to ae be augerido que en algunas 
ai.cteria• .U.croaerdb.icaa. cQRO en organ.i..-,a ••r6b.icoa. 1• preaenc.ia 
de --•J.mll• como 1• auperóxic2o dimnueaaa (SOD, y l.a cataia•• juegan un 
.,....1 Ulportant• en 1• deeox&ricación de e•peciea reactivas gener~da• 
por e1 .. tabol..i.-o •eróbico y por ia reacción de Fenton (Morria J.G .• 
1••01 ltocba et al. .• 1996). Nuestro .inter•a es conocer en -...sa.I. cual. ea 
•l. pap•i da 1• cata1a••· no aó1o en vida J..ibre. a.ino t.-,..i•n en 
.~ ... "·· 

p••··-••• ha •ido cl.aairicado co•o un organi•ao 
aicroaer6bico porque a61o ~ija nitr6geno en aicroaerobio•ia. Una 
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venta]• ele viv&r en microaerobio•i• •• que en ••t• ••tado 1• bacteria 
.. proteg• contra •l. dallo <>Xi.dativo. Hmnos ob•ervado que M'•e••v• •• 
9IUY aenaibl.• al. dafto por peróxido de hidrógeno cuando crece en un 
-..di.o ca.ipl.eto CPY>. •in embargo cuando io hace en IM. condición que 
induce al. ..,t•bo1i•-=> eermentativo. ••ta bacteria se vue1ve resiatente 
a eat• agente. Aaiai._,, cuando J.a bacteria •• cultiva en IDI con 
aup1 .... ntoa COlllO biotina o tiaaina (Pig.1>. condición•• que mantienen 
•1 .. tabo1i•mo aeróbico. aa••plt•ve reaponde haci6ndoae muy seneibl.• 
a1 dallo por peróxido de hidrógeno. De l.a misma manera una cepa de 
a...a.l aitada en •1 gene~ CMartinez-sal.azar et al .• 1991). 1a cual. 
preaenta una ... yor aenaibil.iclad al. dafto a DNA que puede aer producido 
entre otro• agente• por el. peróxido de hidrógeno. ~u• más reaiatent• 
al. lb02 con •O.lo cu1tivarl.a previmnente en ... CP'ig.1). 

ri •• l Vi~ili~ celular ele 1• e..,. •il .. •tr• C8J w a.e a- .. 
-.-&&, c-tra coac•atracl-• crecl••t•• .. per6a.l.do • hldr6-9o c•202, ........ 
.. cr-S' - •lCereat•• _.,oa. a.. 9JIP091c16n .. 1•• dl.Ml- 4:0atra •202 - b.lao 
.... &S •--· .......... 1.- 1a" e•> 'ti a•h ,., cl9 cra.ciai•nto. &.aa c6&-.al•• .. 1• 
.... ca •• cultivaron •na rl (0)1 ... ,.,, - .1.nacu&aado coa o.o ... o.oo.i ,. ); 
---~~- ClO ... ./-1) ,.,, --tt,iot..lna (l 11411-1> CQ). a.e e61u&- .. 1• c..,. --=a-
- a.~ -1 PV ( )1 ... ,•,. 
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Otra condición donde a.a&.&.&. preaenta un calllbio en 1• 
••naibili.S.d a Hz02 •• cuando inic:i.amo• un cu1ti.vo en ... con un ba3o 
in6culo C0.003 A..,,g,.) en lugar de 0.05 a.J2. Sn ••t• condicidn •1 
crecimiento •• óptimo. el cambio al metabolismo l'ermentativo no •• 
ab8erva y la bacteria es muy ••n•ible a e•te agente oxidante. 

Sn runción a lo anterior se decidió e•tudiar el papel de la 
enzima catalaaa en lo relacionado a J.a re•i•tencia de &..as.U.. al 
peróxido de hidrógeno. en particu1ar ai ea reaiatente a eate coas>uesto 
cuando crece en .... 

Por lo anterior nos planteamos que la misma concentración de 
la catalaaa podrLa aer máa efectiva cuando la bacteria lleva a cabo el. 
c~io del 1netaboliamo aeróbico al t'erm.entat:i.vo que conlleva la 
agregación celular y los proceaoa antes mencionados. ademlia de que en 
eatas condiciones la difusión del H202 ae reduce. En un reporte 
relativ ... nte reciente ae presenta evidencia en ~ de que cuando 
•• incrementa la concentración celular se observa agregación 
bacteriana y en estas condiciones la miszna concentración de la 
catalaaa reduce el. H202 del medio mejor de lo que lo hace en célu1aa no 
agregada• (lla y Eaton. 1992). Evidencias preiiminarea sugieren que 
a1go pareci.do puede estar pasando en a...M.&.&.. 

En a....a&.li, exiat• una incompatibi.lidad en expreaar una 
6pti. .. capacidad oxidati.va y una adecuada re•iatencia contra el dafto 
mci.dativo CPig 1). Sn •ate contexto a..a.s..&.&. debe ••r conaiderado un 
organialftO 1nicroaerofi1ico. y aai ha a.ido c1••ificado aó1o por au 
capacidad para rijar nitrógeno en condicione• aicroaeróbicaa <Krieg et 
a1 •• 198•). 8obre eate t ... ae ha r9P0rtado que en 1oa n6du1o• de 
plant:.aa 1egumino••• se expreaan vari.aa enzi_.• neceaari•• para 
clet:.oxi.ficar agent:.•• auperoxiclant•• (-.Cana et al .• 198&.1989; Da1ton 
et a1.. 1991 > • i.. alta •ena&.bi.1i.dad de a...&&&. al H202 cuando crece 
.. rdbic-...nt:.e. pódria ••r un factor i.Jlportante para que e•t• organi.-io 
entre ... •áalbioai.a con 1• planta. 

La -.reeaci.6n ce1ular. a1 crear un ambiente microaerdbico y 
un ••tado fe.-.ent.ativo. contribuye a la protección contra el Hz02 en 
a.MM cepa CS3 cuando cree• en .... 

C080 ya .. nciona90a anterioraent:.e. un ••cani•mo anti
mciclante que elUU.na eapeciea reactivaa generada• por el .. taboliamo 
aerdbico. •• ..Siado por la actividad de cat:.alaaaa y peroxidaaaa. 
A1gunoa ai.croorgeni•-=»• preaentan -'• de una iea.nai... de cata1••• y 

:=:r ci~: c::..SfcrcfJ'c1e•~r=~=~= :r::•:f:O ":.ªe~~~~. ~~r-~ •:: 
-~ida ia -etaria cr:l.g. :u. 
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Pi•-2- A di.lerencia de ot:r•• bact:eri•• como •==M••=••• ..U.. que po•- -"'• de 
uaa catala••· La&.&,&. preeent:a una aola act:J.Vidad eleetrolor•t::lea. eln i.91POrt:ar 
1•• condiclon•a .. t:ab611ca• a la• qu• •• ao.et:i.da la bact:•rla. Concllcion•• ele 
eultivcu 1.- ... lo Rico (PYJ. 2.-Meclio atnimo ,,.., en laae ••t:acionaria. ~.-... en 
eaae •llPOll•ncial. •.-Previo ••t:r4'e por alt:a teeperat:u.ra. 5. -l'revio •atr•• por 
per6aldo ele hltlr6g•no (15 tllO. (Sl •todo ut:lllaaclo lu• reportado por ele Woodl::usy 
e& al •• 19'7lt. 

-
,. 



2 3 

•i. •. >. M'e••- -•••••• f.1) • M'e=••- &&aaW. e'-lbgrupo A, c•pa 299 (2) • y 
9Ubt1rupo •• cepa 899 (3). Satae ••peci•• pr•••ntan doa cata1a••• la• cual•••• 
empr•aan d9pendi.•nclo de laa condicion•a d• craci•i•nto. 

a....&.l.i. preaent• un incremento de ia actividad de cata1aaa 
9ft 1a eaae eatac~onaria de cr•cilftiento en lee CFig •• ). 

4 
A • 

i 
a 

1 2 

t 1 o - - ---o.•-
ri.•- •· &ce;i.vl. ..... 1• -•~ cat.al••• an a.a&l.I. c9P• ca> cult.ivacla en • v -
-. ... a.- - ~- •.....-acial y aat.aci.onaria. Panal A: Laa c:4'l\IJ.a• •• cult'-•aroa 
- - 11 - --~ ... ._. ._.rant.a att1 •an•l a: Laa c6l .. laa •• culti.varon i6ar-t• 
a• - ..... lea CO..-iei.oae9 Cl'A• &. CSl _.tocio ut.i.li.aaclD l'ua reportado por .. Aebi. 
~ a1. •• t•••t. 9 , 



8rl • Pe1 f 1 •t 1 •• oba•rv• una ao1a actividad d9 cata1a•• en 
-· pero a1 adi.c~onar homo•erina •• preaenta otra actividad de 

~::tna '!!9 i!) r.::1lcl6~!.ª\.:0 ~:·r;~:: .. n.in::: p~~~~~a ~.:: 
b9c:ter~e CP~g.51 . 

.... cu 

--- --- --- --- ------•l•·•- - ~cc.erl•• cu1tlv•da• •n .. eup1-nt. ... • con ~••slna (1 _,. &.a 
IMN9oe•rl•• r••ula · la ac~lvldad y 1• aparlclón de div•r••• •nt.lcla .. • 
e1ectroCoS'6t.i.caa. De eata lo...a en a..a&.ü. l• act.1v1dad cl9 l• única en•i.
•r••••t.• •• ..... del doble. •n e _,.,... .. .... c. una •eouncla act.lvi.clad 
alectrolor6t.lc•. •1 igual Cl'I• en p•e>es•ea•• ~-

Sn ~ 1• regu1aci6n d• la cata1aaa muy paaibl....,.nte •• 
a tra .. • de hCMIO••rinaa 1actonaa. a1 igua1 que ha aido r•cient ... nt• 
deacri.C.o en a...&al..&. (She11horn et a1 •• 1995> donde •• regu1a 1a 
actividad de cata1aaa principal.mente en 1a ~••e eataci.onaria. A1go 
atai.1ar .....,. obaervado en .......... .a 1a ~••• exponenci.a1. en 
pre•encia de hollloaerina. (Pig.•> 

Para conocer con m4• detal.l.• el. pape1 de 1• cac.a1aaa en 

~.':nª :=-.:;::n~~> ~n ~~ =::tt:r!rn ~!t':'~~"t6i~·t~d ª~V:.:ª~6-~~': 
~~Ó J.•.:::J.& ~\1~!:'i:. P:e~v~!róc.i°?!,!'r~::;!ó(ri.~~> el. banco 
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r&:'8iii1 Mutagén•ala al azar 

~p8UP5011 (Tn5 Mob) 

Formación de 02•H20 (Burbujas) 

~ 

1 1 
Fenotipo CAT• CE:I 

7 CE:l::TnS pp;;;,u;;e;¡;b;:;;a:;c;:;;o;;-n;~::;::::;:::;:::::::::::;;:::::::;::;;;::;:;:;::=:;:::::;::;=:, 
Peréur;ido No to1rr.ac1on CI• c>.?+H20 ( No ~urbUJas) 

d9 F•notlpo CAT• VEM117:1 
Hidrógeno ( CE31::TnS.C .. ) 

CLONACION DEL GENE DE CATALASA DE R.Jllll CE3: POR TRANSFORMACION DE LA 
MUTANTE VEM1an (CE3::Tn5-Cal) CON EL BANCO DE R . .W (pLAFA1-FRAGMENTOS DE 20.0 
Kb CLONADOS EN EcoRI. 1.200 COLONIAS, 1,200 TRANSFORMACIONES) SE OBTUVIERON 6 
AISLADOS CUYOS PLASMIDOS COMPLEMENTAN EL FENOTIPO Car DE LA CEPA RECEPTORA. 

AISLADOS PROBADOS CON PEAOXIDO DE HIDAOOENO 
1 MINUTO S MINUTOS 

1.2,3,4 VEll1e73 I Transformada con plásmkfos del banco de B • .W 
que no complementan el fenotipo. 
5,6,7,8,9, 1 VEM1873 /Transformada con los plásmidos que sí complementan el fenotipo 
de i. mutante. 
pCVOOS(9) (pLAFA1-20 Kb-Cal de B..EIJ.J 

Fig.6 Obtención del~ mut~n~a @n CACA1AS4 de~ cep4 CE3 (V!:M 16-73). 

Los plásmidos que compleme~tan la actividad de cacalasa y 
presentan en común una banda de .,¡.:::? kb l.a cual. ha sido subc1onada 
(Fig.7). 
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•t.•. "7 8\abc:J.onacl.6n ct.J. gen• de c•t•l•- de e••••- 9s..lrr4 cepa CS3 y -peo con -•a.-a .. r-tricci.6n de J.a r-S.6n cJ.~. 

llecliant:.e hibridac.ión con •J. pSUPS011 c~robmno• que •1 t:.n5 
.. encuentra loca1.iaado en eata banda tP.i~.8) • 

... 

..... 

~ ..... ...... ~~· --~--~~~..&..-

•••·•· ••--t.•laact.6a •• coacli.clon•• de alta ••v•ridad d• DMA·• v•náml:Lcoa .. 
...U., ._. ca> " l.• -&-te V.. 1.•-'7> u_...., ccmo .._tector•• Al .-=voos < ...... J.
ae • -•-cae. ~• ~· 1..-.1.s-e.a ~ 8eOll&-cat. c1 ~OJ.J. <TaS llotll>. 

De 1a .~ ..... nera •1 coa.p1.-entar • 1a .... tante VDil 1•-~~ 
con •1 p16•mdo d• 20 Id> lpCV0051 o el fra-nto pequeJIO de •.a Id> 
Cpl!IM:V591 1a mutante recupera 1• ac~.iv&dad de cata1•••· camo •• SNedre 
~- - \lll -1 - po1i.acri.1-da en condicione• nativaa IPig.91. 
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•••·•· W mut.-t.e .. a.a&&&. VDI J.6-7> Cat:- C1) al ••r COlllll'l-nt.acla con al 
•la..ldo pC'VOOS Cp~l-20 llb) r•cupera 1• act:ivi.,... 49 cat.•1••• C2>. 4- la •l..., 
Co..- ... 1• CCllllPl-nt.aM con la •ubclon•ción da e.allb ptK:V 59 Cpaae1s-e.a11a:.> 
CJI». 

Apoy'ndonoa en el mapa de restricción del fragmento d• •.2 
kb tae.oe eecuenciaclo ••toa fragmento• obteniendo en alguno• de ello• 
una alta homolog~a con el gene qu.e codifica para l.a catal.•••-

:;¡~i~•:.U~n"::'St:•1&6'!.~\9:.;:•psr~'t'!M"::f:i~~ ~:n:'~'!::'§.i·:&: 
.. re~ier• a au ~1aiolog~a. como a su fenotipo aimbiótico (Fig.10). 

1 
e 

1 
e ' j 1 

l .• 
í .... 

..... 10 ....... raat.r&cci6"' c191 Cr--nt:o .S. e.a lcb CSeollSt .,,_ cont.i.-• el. ..,.. 

.. 1• cat.•1- .. a..&&a.. 

sn -e.• ~raQm911to de DMA (•.2 Kb> •• encontró otro °""'• el 
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:=-~:-r_:::¡,~~~~~ ';~~~'I~6 d::n:.;!r:c1o-=:1=.c~~':.c~!.!r!: rrp: 
.J.xaa .. sn -...U.. y • ,,_,,,_S'MR ••t• a•n• reQU1• a 1• cat•1••• ••s 
CTao et a1 •• 19891 Chriatman et a1 .• 1989) que •• una cata1aaa 
peroxicla•• parecida a 1• cata1aaa-peroxida•a que encontr•_,• en 
a..&&. Aat. •• ha clonado no a61o el gen.e que codirica para la enaima 
catalaaa. aino tmnbi•n •u regulador. Por otro lado •• ha de•crito con 
anterioridad que 9 prote~naa neceaitan el producto de ~ para au 
i.ndt.acci6n durante el eatr•• oxidativo Ccri•t-n et al •• 1989). y exj,ate 
•1 reporte de que e•t• gene •• ta.a:ti•n neceaario en el cambio 
..orroJ.6gico de laa colonia• bacteriana• y la habilidad para 
autoegregarae que nor..al.-nte preaenta ~- (Narn• et al.,1990>. 

S• ha reportado tambi6n. que durante el creci•iento, laa 
c61ulaa tienen capaci.dad para reaponder r•pida .. nt• a ca.bi.oa 
.-bienta1•• revu1.ado 1• expreai.6n de grupoa de gen•• en r••Pu••t• a 
dá.ferente• tipoa de eatr6a. Sate tipo de regu1ación •• contro1ada por 
J.oa producto• de 1oa gene•~ o a.x& (0...,1e,B .• 1995: Neidhardt et 
a1 .• 1987; Si.ege1• y 1Co1ter. 1992). Adem6•. recient ... nt• •• ha 
deacrito 1a preaencia en a...aü. d• una protein• que •• pega al mea 1• 

f:-~;:..~~~r-:oac6:f~: l!i!:~:.~ o~'!;~::.'d~ª ~:·1~:c':f!:r!: :: 
ltNAlll de ••ta proteina aon controlado• adelft6• de ~ y 1• proteina 
%HP. por el acti.vador tranacripci.onal ~ UU.tuvi.a •t. al. •• 199•> • 

.. r6 ~ intereaant• defi.nir en a..a&I.&, 1o• genea regu1acloa 
y el papel de1 producto de amr& en 1a deeenaa a diveraoa ti.poa de 
.. t~• y •u pape1 durante la fa•• eatacionaria. 

Reci.ent-nt• ha •ido reportada 1a c1onaci6n del gene M&.A 
de 81:-' 1 !••& Cll6rouart et al .• 19961. ••t• e•n• codi.e.i.ca para una 
::1:- 1t'~::.:.:Sf:·~~~~u!i: -:.::.dr=n~ :~~:~u'\~ re;-~ 
.t..pecli.clo a J.om autor•• tener una -.atant• total. en ••ta actT:.i.dad 
-•im&eica " conocer •1 ~-oeiPo en vida 1ibre y en •~ioai•· -
a..M&&. c.-. ~i~• anteri.o.-..te. 861.o •• preaenta una act:.&vidacl 
~ti.ca ele J.a cual ten_,• •1 ven• c1onaclo 'JI la -..e.ante reapectá.va 

=~i~-= ::-Jr'~''i\~.~"':"=~1~1:"i-...:r:."r~:r0::.. ~ ::..:::: 
que en .....a&. 1• preaencia en •1 mecl:i.o de cultivo de hamoaeri.na un. 
•recurmo~baeoaer&na• 1actonaa. Clhai-.a et al.,1••••• que aon 
coeaideradaa ••ll•l•• de den•i-d ce1u1ar. r-1• 1• -1oci-d de 
creciai-eo de 1• bacteria y 1• activided -•i-tica - 1• caea1aaa. 
incr ..... eando au activided en •••• ...,....encia1 •1 dob1•. re•peceo a1 

-sol •in --'-· 
-· - un dpeimo eunci--to r -r•ci6n -1 ft:A 

=~= :.e.-:.~:.· 1-=-~~~:~~· .::r::~-:-::1=~: ª'~!::0~=: 
....- pir1111111r1- canere •1 - Clllidae.i ..... 

••r6bico. ':l11=:=• ~.:ª ~ ::. ªO:::=::•:O::r:9!rtt:~t=: 0111ida~á.vo, ent:s• •11•• 1a caca1•••· •• ltrecto. Sn el. -tabo1i.•.o 
•-eeei ..... 1• agr-cidn ce1u1ar, 1• ~i6n en 1a pr-cidn de 
-.SOre• - e1ect~• 'ff •1 decr-to en •1 nive1 y 1• ace.ividad 



re8Piratori.a durante 1• di•lftinución de1 crecilniento. •• parte .integral. 
cle1 •i•t .... de defen•a en contra de l.oa radic•1•• 1ibre• producido•. 
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e.a.- A'VAMClaC IDlall. VlllA•A.IO Dla lllM'VlaCTl<llACllOM 
TITULADO• •ciaAiAll.Ja• IDla DllMC,IDAID VllPO aca.

IMOllOelalllllNiA8 IUQ.CTOIMiAC Y ANAUCIC laSl'tP&UCTUllUl.L DS 
UN eia11a DIO•OL.090 iA lLA 111'.._UA ID1a AUTOllllDUCTOll9e 

TllJDO IUlll - .......... 9111•. 
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•• >. - •dAL•• D• -•:EDAD 'r:E•O aezs.-•omo•-Z-
~ y a.AL%8%8 ••'l'aUC'l'UaAL D• Ull a ... •CllOLOGO A 
... •AllZLZA D• AU'l'OZllDUC..OR•8 'rZ•O J.Ju1a .. Mb&•ph&1111 

~-

La auperfami1ia de proteinaa re•pueata-revu1ador•• tienen un 
-6dulo activador. carboxilo-tenninal (Dorman et al .• 19921 auaao •t 
al •• 19931 Henikoff et al •• 1988). La conaervaci6n d• hcxnol09ia con la 
aecuencia amino-terminal d•1 módulo regulador. ha definido una ••rie 
ele aubcl•••• que correaponden a diferente• mecaniamoa de regulación. 
un grupo, incluye, por ejearc>lo., ~ y ~ <Stock et al .• 1989). loa 
cual•• aon acei.vadoa a trav6a d• foafor.il.aciación por una cin••• 

t::l~r~~ ~u~•~.·~~!~!~~.:n:~~n;~~T!~~!r:C,:'1":1:~~.::g~~l: 
con acil homoserinaa lactona• (acil-HSL•) que aon regulador•• de 
reapueata. aaociadoa funcionalmente a homólogo• de J..Ma1., alguno• de 
loa cual•• ya han •ido identificados. 

La 1oca1i:aci6n propuesta para e1 producto de l.J.Mdl, ••· unido 
a 1a euperfici• interna de 1a membrana citop1a•m6tica, con •1 dollli.nio 
aaino-teaninal C•itio d• unión a1 autoinductor> en contacto con 1a 
__.,rana y 1• región carboxi1o-terminal (activador tranacripciona1) 
extendido dentro de1 citop1a•ma CKobi1achurck et al .• 1993>. ••to 
tiene parale1o con el aiatema gpyz-pmps deacrito en •• ... s••>A• aa..&& 
K-12 CDonnan et a1 .• 1992; Parkinaon. J.S .• 1993). En eata bacteria 
&l:Uf.&, ea una proteina 1ocal.i.zada dentro de la membrana y aen•a 
direct ... nte la oamo1aridad del medio paaando la aeftal al ~oaeorilar 
el activador tran•cripcional ~-

-túulo ·=cu~~;t:~·=· ll'!:.;•.c:~r~1:.~n 1 : ;-::•c°tiia~.!·::~r:!:. ~.~ 
perai.t• la r'pi.da reapueata a una aeftal dirigida a una población. 
independi•nt• de la eatimulaci.ón directa o continua a c61u1•• 
individual•• por loa ••tímuloa ambiental•• pri .. rioa COllllO'. cambio• ele 
pll, deprivación de nutrientea, etc. En ••t• aiat ... autoinducible, con 
una ••ftal. d• di~uaión •• proporciona una r4pida y poaib1-•nte 
irreveraible aodulación de la expreai6n gen6tica. 

La activación gen6tica dependiente de la denaidad celular 

n:.~:1:~::: :!·::~:!~f!:0::::-::e::1::!" 1s1:t.
11

:.~~!i't~ ·~n~=:r: 
la interacción d• ••ft•l•• extraceJ.uJ.area produci.da• por eat:oa 
organi.a.:>a. ll.amadoa auto.i.nductor•• que •• acoplan con prote.lnaa 
acti.vadora• d• 1• tranacripción. Debido a que un auto&.nductor •• 
no...a1 .. nt• &cUlftUlado. •• requiere una concentración Ulhbr•l la cual 
a61o ae obtiene deapuéa de que una denaidad celular ha •.i.do 109rada. 
La &aailia de activador•• tranacripci.onal.•• involucra entre otro• a 

~n~:g ';.~ª~1~:'9~;.:g: 1 ~a.!>z1e011k'!"1enti 8a01•.n.ci1•99;;'. ~t:!•ot1r~:,'~ª'!':{l! 
~ ~;~~tv~ ~i~':.11·0~u1:1 ·:~'rot'i:•1:·~::;u..,·.~n:'::·:;.2;:;,~;,:,;. ·---•·e•eee CPirhonen et al., 1993: Piper et a1., 19931 Gambello et 
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a1 •• 1991; Devine et al •• 1988; McGowan et a1 •• 1995). 

rango de .~\·-H~t.P~i'!':.~ci:.!'. Pf~::tc::::•;,,::r;.gr:::t;::: :r ~:~~ 
eape.cial y t-.,ora1 d• 1• expreeión g6nica. E• claro que loa llM1tip1e• 
~logoa de ..._. pueden E"eaponder cada uno a un tipo dado de acil-HSL 
pero con direrentea grados de activación. Exiate la poaibi1idad 
•d•cional de que un aolo tipo de bacteria pueda producir múltiple• 
ac:i.1-HSLa como parece aer •l. caao de a..as..a.A.. cepa CE3. dando el. 
potencial de una complejidad considerable. Sin embargo. la• 
propiedad•• riaicoquímicaa de eaas mol~cul•• determinan aua 
caracteriaticaa de d.iruaión y el. camino de eata partición entre 
COllSNlrtilftientoa celulares <tale• como la c'paula, 1>9riplaama. lllmftbrana 
y citoplaama>. Por lo tanto, diferente• aenalea molecular•• pueden 
tener direrent•• p•pel.es de comunicación intracel.ulare• y/o 
extrac•lular••· dependiendo de la naturaleza de l.a matriz de 
creci•i•nto y de la l.ocal.iza.ción del. regulador de respueat•. 
permitiendo la integración de l.aa sofisticada• redes de aeftalea de 
c~rt-..iento de tipo bacteriano-mul.ticelul.ar. 

Sl. 1necani•1ne> de aeftal.ea intercelularea invol.ucrado en el. 
co111port•miento mul.ticel.ula.r por bacteria• reta nuestro enCoque 
tradicional. acerca d• la biol.ogta de célu1•• bacterianaa. Ant•• que 
eer una identidad individual. y autónoma. laa c6lulaa bacterian•• •on 
intr~naec ... nte dependiente• de aua vecina• para adquirir inronnacidn. 
La producc.i.ón d• un rango de mol6cul•• menaajeraa tipo ~. •• 
cl.ara .. nte central.. aubrayando l.oa aiateaaa de comunicación 
J.nvol.ucrado• en al.gunoa de 1oa aapectoa _.. rundament•1•• del. 
cc:miportaaiento de beicteria• gram negativa•. La di.atribución ub~cua de 
J.o• genea hclm61ogoa de ~ augier• que 6ate •i•t•ma puede aer 
univeraal entre 1•• bacteria• gram negativa•. La• ventaja• •n el. 
con~rol bac~•riano de ••P9Ci•• pa~ógena•. y el conocimiento de ••t• 
J.engua:f• uni.ver••1 puede aer una clave para 1a --.nipul.ación 
bec:ter:lana. 

Ca.o •• puede clocu..entar en •l articulo -penrwntative and 
::r;t¡,i,c,,:;4;:o1iaa • .i.n9 ::!11'r::r. ':'19ª~.;\~'j, •Ji:~i-rÍu;::s~~ ~=:.~%~~ 
1»9ra crecer d::P'u\:. de vario• aubcultivoa auceai.vos en JDI. con un 
1»9tr6n caracter~•tico para cad• ••pee~•. ai.n elllbargo ai. ~ •• 
inoc:u1a a beja denaicimd ce1u1ar. eate organi•-=> •• capas de crecer 
cont~n~t• ain acumuiar .... CPig.1). 
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' o • • •• o • • •• .. ' • a _,., -"" -··--P&9.1. Creci.ai•nto y a~lación de PH8 en ~ deapu•• de vario• •ubcultivo• 

en .... pan•l A1 Creciaiento de l.a ce~ ailveatr• CS3 con un in6cu1o bajo (0.003 
D.O. > en .. (euccinato-a...onio. 10 ... ctu>. durante a aubcultivoa; Panel a1 
creci.ai.ento de la cepa ailveatr• CEl igual que en A pero al final del 80. 
Mdcultivo •• incubó con un inóculo inici•l alto (0.05 D.O.) y•• aubcultiv6 ~ 
..cea -'•1 l'an•l Ca Acu.ulación de PHa al final d• cada aubcul.tivo da ac\Mlrclc al 
erecPi.anto da A1 Panel D; acumulación de PHa al e'.inal da cact. aubcultivo de 
acuarllD •1 craci•i•nto ele a. 

Sata obaervaci6n 1• heznoa re1acionado con •1 cambio de 
.. tabo1i..-o de aeróbico a ~•Ementativo. Recientmnent• •• ha d91hDatrado 
que -.achoa procariotea aon capacea de modu1ar au crecimiento y en 
aieunoa ca•o•. ••naar la den•idad celular por 1• producción de ••fiel•• 
molec:u1ar•• extracelularea llamada• autoinductor•• (Ulitzur et al .• 
19891 Do....an et al... 1992• Stock et al ... 19891 Parkinaon et al. •• 
1992.19931 Rua•o et al .• 19931 SallftlOnd et al .• 1995). 

paee-I•• le••=•eq••gee bv. llf.&a&aa contiene un activaclor 
tran•cripcional.. &b.i.B, que ea miembro de la familia de activadorea 

~-~:c~:a~c;~~~~~· ,c,.iro;;~~"ln &:,,c;=e::·c:::l 
0 r:::: ~= r:::e:~!·::::t 

en 1• nodulaci.6n CCubo et al. ,1992). Eat• operón ae encuentra 
actvacente al gene mi& en el p14'smido s.imb.iótico (D.ibb et al. .• 198•>. 

La revulación de .l.wla requiere como autoinductor una aeflal 
molecu1ar difuaible del tipo de las N-acil-L-homoserinas l.actonaa 
CaHSL•). tambi.6n llamada• autoinductorea e Ba.inton et al.. 1992: 
Wi11i ... et al .• 1992; Fuqua et al .• 1994). 

En Q••elt'•• ha sido detectada J.a producción de eatas 
mo16culaa la• que han a.ido identificadas como bacteriocina~ 
c•chripa .... et al •• 1996). 1aa cua1•• .inhiben e1 crecimiento en varia• 
eapeci•• y cepaa. La presencia de este tipo de anol.écu1aa •• 
caracteristica de este género de bacterias. 1as cua1es tienen adem6a. 
1a t~pica propiedad que ea 1a de ~ijar nitrógeno. en aaociación con 
p1antaa 1eguminoaaa. por 1o que conaideramoa que ea poaib1• qu• eaea• 
doa propiedad•• ••tén re1acionadas. 
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capac:J.d9d e: cl:ci':'!c;.~:_n-;:• ..:n~::::=-~~··.ulc;:flfvo'!i-:':c~~J.~~ 
P9•....SO de un .. tabolJ.a.o ••róbico a uno ~ermentativo. SJ.n ..._"'° aJ. 
el. -io •• inocuJ.ado a -j• -n•i-d IFig.1) •l. orvani- •• e-• -
crecer cont:..tnu ... nte. Proponemo• que el. ca81b.io de metabol.i.•mo •• 
cliaparado por aeft•l.•• d• denaidad cel.ular. r••ul.tando en 1.a regulacJ.dn 
ele l.•• -•Ama• del. cicl.o TCA. La preaencia de un h0m61.ogo de a.a.a, en e' •nassmee CCUbo et al .• 1992) hace po•ibl.• que •1 producto de ••t• gene ••• un J.ntermedi•rio en la regulacJ.ón a tra~• ele una •efta1 
ele clmnaiclad celul.ar que ••rían aHSLa. 

La bmnoaer.ina. vn precurmor de ba9Daerina 1.actona regula el 

~-c¡..~-:~.~·~0'::!:::::: ::r:=~c::_~ ~~~~¡;i.~e! r!'l!r:! -i-. 
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10 ... ,. .. .,._ ... 

l~L.1 
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PHB 

~-· • a ' a a No.Cle9u9al•l'Oe 

.,. a .crecam-to V' ~lac:idn ..... d9 1• ...... , .... & ..... ~ e•~ •• - " 
- .._...., __ .. tocloe &09 c:aeo• 1• c ... - a...-..1&&v6 •• - ceucoa.-to--•• 
10 - e/u). •i6neJ. A1 .. , P611e1 a: - • a.o - .. ..._. ... ,_, "'-1 cz -.. o.s -
.. ..._....,_, •Ane1 Dz ... 0.1 - ._ ._..rJ.-. ce) •rt-r •u-.CUJ.ti.vo1 e•) 
.._.. •uaicuJ.tJ.wo1 C'Y) Tercer autac:uJ.&&vo • .._:to de -c1a p6ae1 •• oateerva l.a -••ci ....... ~ .. c ... a...aacuJ.t&wro. 
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Sn .....U.•• cJ.onó un ~r•vamnto d• 1.c Jcb que ••encuentra 
cercano •1 gen que codirica para la enzilMI piruvato e•rboxil••• (PC) 
CDunn et al..,1996). Sate rragmento de 1.C kb contiene una raae de 
J.ectura abierta (OllJI'). Poaterionnente, ••procedió a aeeuenciar eate 
rra.....,to crig.3>, encontrando que preaenta una al.ta homologta con 

::;:;. ~~·p:=~~:rd•1:u!:~~:~~~:r•~~n~á¿r71,.íi'f.*-"w:f'e-:.ffJ:; 
c•racter1atica d• ••t• raail.i• de regulador••. sae• OJUI" tiene un &- de 735 pb.CP~g.31. 

MW H"iWJCICiM'l'CM~~A'l"PI' -78 
~~'l"fr:.M.~~~78 
V M J M 8 L % Q L L V % L E E e P N P O A V V A E L 
~1ccm111<X11AaTA~~T1S6 
• o V L H o s G .. • r r o L L R H L Q g N p A o Q N 52 
Jlllll:llAM!'i' i UJCllao:::uca:::ox:.~~TATA'lQO"'OC'''"ªªJl.TA'l\'.J'R: 23• 
J S L a A A P L A O R W f' E O W L g J: r A A K K Y V 78 
CIJl:M'ft::Q&'l'CCQa~ATCTo:JOXA.~ ... ~~C 312 
a J D P 11 V R r L A H A Q R P F fi. W R E S N A A F O 104 
~~"IGA."l'Oa'IOJA~~~390 

a D A 11 g 111 111: .. E Q .. .. V o A F G H a L E o o y L F 130 
0'3a'l"l'l:S'IQalOCOCWXXJCA~~tt: •G& 
• % • Q 11 N o % L o s L T L e G k p r o L s f' V E X 156 
~~54G 
A L L S A V A R k s F W R L L D L T o S A E A L E T 182 
CllG:!P .......,..,~~~~~"la624 
V L • T • T p L T R R E .. E l" L H r L A E a .. T s .. 208 
~~'l'C'TCAMTCA~ACA~ 702 
S J • K 11 L K J S H H T V O W Y H N O L Q N k L k A 23• 
...... •r.,...... J\JIXlJCllUCCt'l\XU'J~T~WllCiiili~IrnNC'l\llUtrt. 780 
lt 11 11 g g A V A L A F R H G L J: S 251 

•••·>. -cueacla 49 nucleótlclo• :v aecuencl• deducida ele -1no•ci4o• d91. 9•n• 

-ª--~- ........... 
... ... ... 
iii 

.. 
~ 

•'•·•· AJ.t.--i-t.o ele l• •9CU9nc1• del gene 4- ........., hcl96logo a la f'-llia de 
autoi~torea tipo ...... con otro• gen•• tipo .....a previ...,nte reporta~ • ....,._. 
J. .. ......,_et.- ean CCllllPletaa. Loa aater&aco. inc:Ucan l•• poe.ie&onea ea el - JMa 
.. y ''ecft'••• en l .. cu•l•• •• •~•ct•da la int•racc&ón can el. au&o&....,ctor. a.e 
~r.. ,,. .. &leal•• &ndic•n el 9'otlvo h4lice-vue1t•-h'6lt.ce d•l gene .l..-. .. 
• ••ert•·=• ..- .,..._.., •nl.•••r IJtlA. 111 



Adyacente• a ••t• gene. pero tran•cr&b~•ndo•• en ••nticlo 
inv•r•o local&sAMO• 2 ORP• lo• cual•• pre•entan hc.o1ogia eoa lo• 
....-• ele • -·•••• 1M1KA y ~ CP~g.5>. 

• • 
• .. ,, 

11917• 

• • 

lt ... -•• 

•••·•· .... li•t.co .. 1 pl6••ida p21"7~ ele a..a&U. ... oont.i••• • lo• ..... 
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c••::au•-••·IUIM•> c••::aua-•......ac-> 

-•v•m';º~~·eo:~':~~. dJ.~ ;::idc;,·~~fJ:s±;r~PaC:.~.:d·~t•:f!;'i'~\17' 
fa~cua.l r••PDnd• a ia preaencia d• inductor•• tipo &HSL•. •• probmron 
eobrenaclancea de ... en lo• cua.1•• previa11111nte r.ueron cul.tivadaa 
bacteri•• de -....&J.&, ••to con 1a rinal.idad de identiricar aeftalea de 
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«19n9i.dad ce1u1ar pr-ent•• en a . .aJJ.. Ob9•rv--=>• ... 1• cepa r9110rtera 
•1 ••r cu1ti.vada en ,.. reaponde a l.a pr•••nci.a de autoi.nductore• en •1 
mobrenadant• de ~. l.o cual. noa indicó 1• existencia de a1 .. noa 
una aHSL. Kata aella1 ea anáa ~uerte en c~1u1a• que provi.enen de faae 

:~:;~'i::~º':"r::rrrr:!:c~~n•tC:-:·.~;!:!~~~:t-:i.nt'!.c:':::~i.::!cf::cl:~ 
i.nductor•• que producen l.• aeftal. en 1a cepa reportera. La extracción 
de1 aobrenadante fu9 r••l.izada con una. tripl.e extracción con SO 
al./1itro de cu1tivo de una. snezc1a de c1oroformo-... tano1 (97.5/2.5. 
vo1/vo1). S1 extracto crudo conteniendo 1o• producto• extraidoa del. 
•obrenadant• fu6 diau•l.to en acetonitri10-H20 (50-50. vo1/vo1> y la purifi.cación fu9 11.evada a cabo por cromatografía l.íquida de al.ta 
preai6n CHPLC) en f••• reversa con una col.umna c1e el.uída con un gradiente de acetonitri10-H20. La• fraccione• fueron monitoreada• a 200 
- IPi.g.7). 

•ig.? ... rfi1•• d• el.ución de l.a purificación de aHSL de1 •obrena.dante de a...a.a..&.&. 
por -410 d• cromatografía l.iquida de al.ta presión (HPLC). Los picoa-fracci6n 
Pr• .... t•• en 109 •inuto• l.6 y 31 fueron activo• al. bioenaayo para aHSL. 

Se obaervó •n el. per~il. de e1uci6n una aerie de pico• 1oa 
cual.•• rueron sometidos a una segunda cromatografía para 
poateri.onaent• probarl.os con el. ensayo arriba mencionado que contiene 
a 1a cepa reportera. Haata ahora hemos i.dentifi.cado dos picos con 
actividad de aHSL. 1o• cua1es serán anal.izados por eapectro~otometría 
de maaaa. Poateriormente serán probados en cé1u1as crecidas en MM que 
contengan 1a fuai.ón de nuestro gen hom61ogo a J...w..Ka. para ana1izar 1a 
re•pueata de ••t• gen a 1a presencia en el medio de ioa co~ueetoa 
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proven.i..nt .. ele la puriricaci6n. 

Ha•t• l.a recha h•mo• ob•ervado en a..as..a..&. la pr•s•ncia de 
•H•L•. ••t•• mol. .. cul.•• aon conocida• como autoi.nductorea y coao 
••n•orea d• denaidad cel.ul.ar que actúan como factorea de co
tranacripcidn CDibb. et al .• 19B•>. De 1a misma manera hmnoa deaerito 
l.a preaencia de un gen• homólogo a la familia de autoinductorea tipo 
J..llaa y .. d.i.ante l.a fuaión conatruida con el. gen homólogo a ..l.l.ld. 
poclr.-oia .anitorear o determinar •1 efecto de la aHSL (Gray et al., 
191~). A8~ aiaano 1nediante la conatrucción de una fuaión al gene JMIK& 
que •• encuentra adjunto, pero tranacribi~ndoae en aentido inverso al 
g•n ho.ól.ogo a J...w,a&. pretendemoa probar el. efecto de la• aHSLa 
purificadaa aobre eat• gen como i.nductor y tambill6n la probabl.e 
regulación del gen homólogo a J..lla& aobr• la tranacripción del operón 
ndv*-ncbc•· ••to último lo har...,• analizando la po•ible inducción de 
••toa genea en raae de crecimiento eatacionario. cuando la 
concentración celular •• mayor. Por otro lado probaremoa el erecto 
inhibitorio de loa co..,ueatoa purificado• <•HSL•) aobre el crecimiento 
de • egat Po•t•riorn.nt• detenninaremo• el papel de eataa mol•culaa 
cuando laa bacteria• entran en aimbio•i• con la planta. Conaiderando 
que la• aHSLa juegan un papel importante en la interaccidn con otro• 
ai.croorgani._,• (l"uqua et al .• 1994). esperamos que .l.o mi.amo •uceda en 
~ y que estos c~uestoa tengan un erecto regulador ins>ortante. 

•• del. conocimiento genera.1 que en bacteria•. tanto e.1 
eatr•• nutricional. como otro tipo de presiones ambienta.lea. tale• 
ca.o la temperatura. luz uv. aalinidad. etc .• conducen a la inducción 
ele un gran n~ro de gen•• relacionado•. por ej--s>lo. en a..aa&.a. el. gen 
~ codieica un ractor aigma relacionado al ••tr6• que involucra la 
tranacripción de al meno• 30 gen•• relacionado• <Hui.aman et a.1 .• 
199U. 

Sn • eg&& eaperamoa probar el erecto de la• aHSLa 
puriricadaa y el erecto de la holftoaerina en .loa aubcultivoa en IGI, 9ft 
el cmnbio de metaboliamo de aeróbico a fermentativo. utiliaando la 
ruaidn del gen• de la catalaaa. para eatudiar 1a regul•cidn de ••t• 
gene en a..as..a..&.· Eaperamoa probar a que tipo de aetla.1 de denaidad 
celular reapcnde 1• catalaaa. que como se snencionó anteriormente. 
incr ... nta au actividad a1 doble en faee eatacionaria. De eeta manera 
••r6 po•ible dilucidar ai eata regu1ación •• debe a laa aHSLa a 
c:rav•• de1 hetn6logo d• J.li&KB. o por una ••fta1 dentro de 1• ci6lula 
producida por homoaerin•• 1actona• a travéa de Qllxa o &alm,E. 

Si conaideramoa que la formación del nódu1o ae 1leva a cabo 
bajo condiciones de 1ilftitación de nitrógeno y otras limitaciones. el 
eatudio de 1a aHSL y genea homólogo• a la familia de ~ pueden aer 
de gran i._,ortancia en estudioa de rnorfog•nesia de1 nódulo (Gray et 
•1 •• 19961. 
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Eate proyecto ha conaiatido en investigar en llltl• ... &:we, fuera 
de l.a pl.anta, en condiciones definida• previa...,nte, loa eatado• 
.. tab61icoa de este organ.i.smo, antes y durante 1a aimbioaia con 1• 
planta, para conocer l.os elementos que eon reaponaablea de1 
eatab1ecimiento de la interacción y al intercan.bio de nitrógeno por 
carbono. 

Previamente reportamoa que diversas eapeci•• de Mieñlwe 
dejan de crecer después de varios eubcultivoa aucesivoa en IOI y que 
este crecimiento desbalanceado está aaociado con un cambio de un 
.. tabol.iamo ••róbico a uno fernmntativo (Encarnación et al., 1993). 

Estos cambios pueden ser resumido& de la aiguiente manera; 1) 
La bacteria deja de proliferar; 2) hay un decremento en la actividad 
de al.gunaa enzimas del cicl.o TCA y enzima a auxi1iarea 
<anap1eróticas); 3) existe excreción de ácidoa org.ilnicoa; C.) •• 
preaenta aumento en la acumulación de PHB; y 5) ocurrre agregación 
celul.ar. 

La adición de alounoa auplementos al. medio tninimo coano 
biotina, tiamina,· glutamina. á.ci.doa graaoa (pal.mítico y esteárico) • 
.. 1aco y fumarato, así como el crecimiento en condici.onea eapecial.ea 
de cu1ti.vo. como inocul.ar a una baja denaidad cel.ular o el. mmntener en 
el .... madi.ante burbujeo, una concentración de ox~geno entre 18 y 20•. 
previenen 1a respuesta fermentativa y mantienen el. metabol.i.•ano 
aeróbico. 

Durante loa aubcul.tivoa se obaerva una diam.inuci.ón en l.a 
actividad de al.gunaa enzi.mas de1 cicl.o "J'ICA como .s;.:¡. ~ y llllm. o la 
deaaparici.ón de a1c;;runas actividades ensilft6ticas del. 'TCA o enai. .. a 
auxi.1iaree (anapl.eróticae> como ~. RJ2ll y gg¡ua,. Sato• reau1tadoa 
indican que uno de 1oa bl.ancos metaból.ico en e1 t:eftÓllllano obaervado, de 
dejar de crecer. •• el. .. taboliamo de carbono. 

Como ae ha Jnencion"ado, uno de l.oa snarcadorea del. cambio de un 
.. tabo1i9111C de aeróbico a uno ~ermentativo es 1a acumul.ación de PHB, 
•1 c\.1&1. no ae preaenta si el MM es suplementado con biotina o ti.amina. 
En el. caso particular de las cé1u1as cree.idas en IOl-biot ina, 1a 
acti.vi.dad de 1.a cetotio1asa, primera enzima en 1a síntesis de PHB, 
d:i..aminuye. en comparación con la actividad obaerva.da en MM ai.n 
aupl.•m•ntar. Al. estudiar dos de 1.a.a enzill\iS.e que uti1izan co-.o 
co~actorea bioti.na. como son 1.a ~ y la ~. se observó que en MM
bi.otina 1.a primera actividad ae incrementó en los subcul.tivos, sin 
mnbargo la aegunda enzima permaneció si.n modificación en au actividad, 
10 que i.ndica que l.a PC ea l.a enzi.ma bl.anco de 6ata vita.mi.na. 

Por otro 1ado. en MM supl.ementado con ti.amina 1a cepa 
•i.1.veatre de ~ CE3 mantiene nivel.ea e1evados de EJ;Ul y gs;¡g,u. Zata• 
do• enzima• util.izan tiamina pirofosfato (TPP) y a ésto puede deberse 
que 1.a tiemi.na, precursor de este coq:>uesto, ten9a su e~ecto en e1 
crecimiento en tOI. 

Pudimos observar que al igual que a.gp1\ durante 1.• 
depri.vación de nutrientes. &......tlJi.l.. sut:re en 1oa subcul.tivos en ,.. 
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ca.bio• morrológ&coa ~· •• manirieatan en un auamnto de t....no et. 1•• 
c•1u1a• y en pl.eomorr1amo. Esto podr~a aer reau1tado de calllbio• en 1• 
COlllPO•ici6n d• 1a membr.sna. 1o que posiblemente ee debe a que l.a 
ainte•i• de PHB eata secuestrando. no aól.o poder reductor.. aino 
ta..bi6n •c•til.-CoA. que •• el. precuraor de l.a bioaínte•i• de •cidoa 
graaoa. Sato eeta apoyado por el hecho d• que l.a adición de 4cidoa 
graaoa Cpalmttico y eate~rico) i111Piden el cambio a un .. taboliamm 
ren119ntativo y mantienen el metaboliamo aeróbico. 

La transcripción dirigida por ractorea aigma alternativo• d91 
tipo &alil&.,. CLanG• et al .• 1991) ta.bien puede aer un ractor i.JlsK>rtante 
en~. al. igual que en~ <Loewen et al .• 1985), en virtud de 
que alftba• bacteria• dejan de crecer y •• vuelven INia reaiatentea a 
diveraoa tipoa de eatr~a. entre ellos el. oxidativo. Además en L..u. y 
a..a&.a.&. la cacal.aaa participa en l.a prot.ección contra el ••tr4'a 
oxiclativo. Ot.ro facCor común ea la acumulación de poli ... roa de 
reaerva. aunque en eat• caso •• PHB y nó glucógeno,, como aucede en 
.....a.&. CDarnotte et al.,,1968). Sin embargo~ en condicionea en 
laa cual•• no puede acumular PHB, como en la mutante que carece de l.a 
PHB-aint.aaa. el. polímero que •• acwnu.J.a •• glucógeno cceval.l.oa et 
al .• 1996). Aún no logramos definir cual es la razón de la excreción de 
c~ueatoa al. medio,, pero es conveniente mencionar que algo parecido 
aucecle en enterobacteriaa cuando entran en faae ••t•cionaria y dejan 
de crecer CLu1i et al. .• 195t0). ya que taaabi•n •• obaerva un• alta 
.. creci6n de a-cetogl.utarato y acetato al medio. producto de J.a 
inhibi.ción de aJ.guna• enzima• del TCA eapecíficainente l.a Q1i1U1 
1-r•ainghaa et al .• 1965 > • 

Ad•_.• de J.a acumuJ.ación da PHl!I. otros producto• de 
fermimntación fueron aintetizadoa par ~ cuando •• cultiva en .... 
Acicloa org4nicoa como acetato. J.actato, fwnarato,, 2-oxoglutarato,, y y 
•-hiclraxibutirato. ••i COlllD aad.no.Acido• camo glutmnato ae excretaron al 
medio (Sncarnación et al.,, 15'95). A1go aemajant• suceda en .....U.. 
cuando cle:ta de crecer. debido a que excreta talnbii6n al. .. d&o de 
crec~•i•nto acetato y g1ut4mico (Luli et al •• 1990); La excreción de 
ecmpueatoa por a.a.&&&, no a61o puede •atar promoviendo un proceao de 
agregación calu1ar que •n al.guno• organiamoa ea dirigido por l.a 
preaencia de 4cidoa dicarboxil.icoa o amino4cido• en e1 medio, como 
er.....a. •uc:ede en ~. sino que la preaencia de eatoa producto• da 
exereci.6n podr1.an a au ves proeover la expreai6n de un regulador 
tranacripcion.al. de genea de1 tipo~. que se expreaan cuando -....U 
cle:I• ele crecer. 

Sn a..a&a.a.. la deaaparici6n de alguna• actividad•• •n•ilftlliticaa 
como J.a ggga y l.a &a& durante l.o• aubcul.tivoa en MM no afecta la 
rijaci6n de nitrógeno. ya que no parecen necesaria• estas actividad•• 
enai-6&ica• durante J.a fijación. En •s••xsM'••••ea 1••e••••• 
recientemente aa publicó que una lll\ltante qu• carece de ~ no •• ve 
arectacla en au capacidad de ~ijar nitrógeno (Green et al. .• 1997). 
Para •1 caao de l.a &Dll,., en &..a&M.. •• ha obaervado que no exi•t• 
activi4-cl de eata enai.. en loa bacteroide• de l.a cepa •ilveatre CE3 
a loa 18 diaa deapu6a de 1a in~ecci6n de pl•ntaa de frijol. Xncl.ueive 
cepa• mutante• en la aínteaia da tia.mi.na (cofactor de la ,¡:¡;m y QYWl) 
fijan nitrógeno al. igual. que J.a capa si1v••tre (datos no pub1icadoa 
Taboada et al.,,). Por otro J.ado; la desaparición del.a actividad de~ 
ta.poco afecta l.a r.ijación de nitrógeno en ~. como ae puede 
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obmerv•r en una cepa 111Utante que caree• d.- l• actividAd d• ••ta enziaa 
U>unn et aJ... J.996J • 

Ca.o concJ.uaión rin•.1 de eata. parte de .1• inveat.i.gacidn 
~· .. neionar que hemoa l~rado reproducir. ruer• de la p.lante. 
•1.euno• proce•o• metabó.licoa que aemejan .lo• que ocurren en lo• 
blacteroicle•. camo •• el de prolirerar y dejar de hacer.lo y e.l cAlftbio 
ele un .. taboliaJllO aerdbico a uno rennentativo. que t.ml:>i4n ocurre en 
l.• múcroeierobio•1• • q\le ••t• aujeto ... ...,,,,,.durante la aimb.ioaia. 

S.lectroaicrogr•r~•• t~d•• durante loa diveraoa aubcultivo• 
.,. ... ele di.rerente• ._ ..... ,. y principalmente de a.as..1.&. cuando e.l 
crecialento eata deabalanceado. e•tab.lecieron l• •---j•n•• morro.lógica 
entre ••t•• bacteria• grandes. pleomórr.icaa y con abundante• gr4nuloa 
de .... en comparación con loa bacteroidea preaentea en loa nódulo• de 
pJ.ant .. de rrijoJ. inreccacSaa con a.a&J,4. 

ª"'•••••• &&.U. y en general 1.s fam.i.lia aa&•••~•••••· 
a~l.• l'H• c:oano pol~ ... ro d• reaerva tanto en vid• libre. CClmO en 
ai..tlio•i• (Tombolini et •l •• 1989; Stam et al •• 1986; X•rr et •l .• 
1•••1 Qoodchil.d D.J •• 1966; Wong et al •• 1971). La acumulación de eate 
poli-ro •• el. indicador a.tabó.l.ico máa fuerte de un programa gen4't.ico 
que eon8iate •n la expreaión de1 metabo.li•mo rermentativo que 0¡>19re en 
a.::10 oa.icreno y qu• ••t• reJ.ecionado eatrech.,..nte con J.• vida en 
mi.croaerabio•i• que Cien• ••Ca bact:eria en a.ilftbioai_a. 

Han aiclo augerida• una aerie de runeionea par• 1• acwnul.acidn 
de n•. t•nto en vida lit>re. como en ailllb.ioai• ( Bergenaen ec •1 .• 
J.990.19911 Anderaon et al... 1990). a.in embargo ninguna ha •ido 
d.-ai•trad•. Al.gunaa preguntas como: ¿Cual. •• e1 P•P•1 de 1• ::=2::j,f: i:'r~~ó~~ ~ctd'nr8;tr~j!.~i~~!º:f:r~::O ~~d~e~:r~;, 
no aintet.i•an PHB?. no hab1an •ido conteatada• de maner• conc.luyence. 
s., ottit.acidn de un• nut•nte en J.• PHB •.int••ª por el Dr. Miguel Ange.1 
Cev•2.loa hizo poa.ibl.e conteatar ••t•• pregunta.a (Cev•1loa et a1 •• 
J.99fil. 

La ..utante en 1a PHB-aint••• ~-. no •cumu1a PHB y •xc~•t• 
•l. a.dio una eoncentr•ción aayor de •cido• oro•nicoa entr• 1oa IMa 
aobreaa.lientea ••t4n piruvato y •-hidroxibut.i.rato. l.o QUe indic• que 
eai.ate un. .. nor c•p•cidad para oxidar .la ruent• d• carbono. ..to •• 
debe • que l.a al.t• concentración de peder reductor. que •• acuznul.• 
porque no •• aecueatrado en l.a a:lnteaia d• PHB.. podr~a eatar 
.tnlú.biendo •.lgunaa •ct:ividadea en:r:imaticas de.l TCA y de a.lgunaa 
enai .. • auxi.liar•• corno .la PDH. l• cuaJ. presenta una baja actividad en 
l.• ..utant• ~-· coaw:>arada con la cepa ai.lveatre (CevaJ.loa et ai •• 1•••1. 

i.aa demanda.a riaioiógicaa de l.a bacteria var1an de •cu•rdo a 
au ...tioembient•. y cal.•• demanda• aerán rerlej•da• por cambio• en el 
-t:•J:lol.i•~ cent:ral mediado por efector•• po•.itivoa y negativo• 
fBanwal a.o •• 1970; Weitzman P.D.J .• 1966.1972.1981; senior et al., 
19711 Kornre1d et aJ... 1977 J • Por ejempl.o. ai e.l tranaporte de 
el.ect:ron•• •• aatur•do con NADH. como ocurre bajo l.imitac.ionea 
&--.oral•• de ox~geno. el potencia1 redox de la cé1u1a ~nmediatament:e 
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decrece y la relación NADH/NAD ae incrementa (Jackaon et al •• 1976) • 
.. to reault• en una deaacel.eración de1 'l'CA debido a una inhibicidn de 
1a citrato aintaaa. NADP-iaocitrato deahidrogena•• y 1• •
cetogl.utarato d••hidrogenaaa. por .l.a acumul.ación de nuc1edtido• 
reducido• (Senior et a1 .• 1971; Jack•on et al. .• 1976). La regu1acidn 
de •••• enzilftA• constituye un mecani•mo de retroa1imentaci6n 
ceeedback). y •i tal.ea condicione• continúan. la c~lu1a r••ponder6 
poateriorment• reprimiendo 1a a~nte•i• de 1a• enzima• invo1ucradae. 
Aai. cuando •••s••••s•c .. •1•s••e••• •• cambiado de metabo1iaeo 
aeróbico a anaeróbico. lo• nivel•• de NADP-iaocitrato deahidrogenaaa y 
a-cetogl.utarato deahidroaenaa• decrecen un 30• y 70•. reapectivaawnte 
(Jackaon et al. .• 1976). Sn &Jaa&& bajo condicione• anaer6bicaa. debido 

a 1a repreaión de la a-cetoglutarato deehidrogenaaa el TCA •• vue1v• 
un aiatema de do• braaoa. no ciclico (Amaraaingham et al... 1965>. 
Tocia• 1•• •n•i--• del TCA en -...&l. aon repri•idaa bajo condicione• 
anaer6bicaa CGray et a1 •• 1966). aiendo la ieocitrato deahidrogenaaa y 
la •-cetoglutarato deahidrogenaea eapecialmente aenaiblea. como •• 
... nciona en p4'.rraroa anteriores. un componente importante de la 
reapueata fermentativa •• la acumulación de PHB. B•t• polimero acumula 
carbono y •deaintoxica• de poder reductor al aer utilizado en au 
a~nteai•. previniendo 1• inhibición de a1gunaa enzima• clave• del TCA 

i.::::r:: f~~~~~t~··ni~~'d:.!:. ~ 'élr.a4:.1!é··~r ci:: ;~~t::~:bt: 
••tricto. 1•• cual••· en beja• concentracionea de ox~geno tienen que 
....,_rar energ1a para la ~ijaci6n de nitrógeno • 

... vi.a mr:-1:·:i:t':'.cil•u~~º= 4!!r::t:.::t::~:.::r:~r·t!:e:!.':':' 
1o que perait• el funcionaai.ento de1 TCA en condicione• en que •1 
oac~geno .. un eactor 1imit:ante CBncarnacidn et al .• 1995). 

eJ.i.c611.t: af9-ltA:Se_.:.et.':l·::lC1áciC::.P:C,r3 1~ª;!.!!en~~ª ~·11 pf=..:: 
'Y •• inhibida por llADll C-rich D.W.. 19851. En la mutante •in PH•
ei.nt••• •• el.vó el contenido de HADll y perdió 1a capacidad d• crecer 
en piruvato o glucoaa como euent• de carbono. di•minuyendo la 
oxidación del auccinato haata en un 30• y la de glucoaa en un ?O•. 
Como propuai.1M>a anterior ... nt•. en ,.,,, • .,,.. en vida libre •• 
aec•-ri.• 1• ainteaia del PllB debido a que •• una forma de aecueatrar 
•1 poder reductor. permitiendo •1 funcionaaiento del TCA. Por 
muta ...... •i.• a1 asar con tn5 de J.a mutante ~- •• han obtenido cepa• 
que crecen 6pti .... nte en piruvato o glucoaa la• cua1ea prea•ntan una 
actividad de .ott. inc1uao .ayor que la obaervada en la cepa ailveatre. 
A trav•• del ••tudio dei eata 111Utante padremoa explicar loa mecanimnoa 
reoulatorioa que hacen neceaaria la acumulación de PHB para •1 
e~ic•ente funcionaaiento del "l'CA. Cloa datos son preaentados en •1 
r••~ tituJ.ado. -a papel de J.a aint.••i• d• PHB en el ,_taboliamo de 
Carbono en PltªeM•pe- en ea te proyecto tarnt:d.én col.aboran Ma. de1 
Caz-. Vargaa. Araceli 06.valoa, Yolanda llora y Jaime Nora). 

-•pecto al papel ele 1a rrutante en la PHB-aintaaa ~- en 1o• 
fen6-eno de infección. nodu.lación y fijación de nitrógeno, e1 efecto 
mli• relevante fué que ae incre.mentó .la fijación de nitrógeno y el 
contenido de 6ate elemento en .la aeaU.1la de frijol. Sugerimos que la 
a1~• fijación de nitrógeno puede deber•e • que el poder reductor que 
n6 ea aecueatrado en l.a ainteaia de PHB ea cana.lizado a 1a fijación de 
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nitr6geno. 1o que exp1ica una .. yor fijación d•1 N2 y una meyor 
canti.dad d• nitrdv•no en 1• •••i11a y .la pi.anta cceva11oa et 
al •• 19•••· La diacuaión •ata contenida en el. art1cu1o -a.neti.c and 
l'l'l:ir•iological Characteri.zation of a •tt••••••• as.&&. Nutant Strain 
-J.• 'lb Byntheaiae Po1:ir-ll-!'Qrdroxybut:yr•t•- ICevaJ.1oa etc al.., 19961. 

Coma •• ..,nciona •1 inicio. un ha.llazgo i11S>ortante fu6 que el 
cambio del -t•boliamo aeróbico al. fermentativo en a..au.&. no a• 
preaenta cu.ando •• agrecaan al .-dio lldni.:> pequen.a concentracionea de 
biotina o tialftina CSncarnación et al •• 1995). Nueatra caracterización 
cle1 -.tabolia-:it celu1ar en cu.ltivoa aup1 .... ntadoa con ••taa vit.ainaa. 
moatraron un incr .... nto en 1aa actividad•• enaim6tic•• que 1•• 
requieren co.o cofactor e11aa aon 1a .a;.. 1a .2'111 y Qm;ll. De tal. -.nera 
que .. taa aon 1aa ena1-aa que reaultan favorecida• en au actividad por 
1• preaencia de 1aa vitamina• y que aon reaponaabl.ea de dirigir e1 
flujo de carbono •1 cicl.o 'n:A y mantener un .. cabo1iaa.> aeróbico en 
una bacteria que. por otro 1ado. ea un aerobio eatricto. 

Sn el caao de .la bi.otina la actividad que 
incr-...ntada ea .la PC. Por eata razón eacogilftOa a ••ta 
objeto de e•tudio para probar nueatra hipóte•i• de que 
aitio principa1 donde biotina actíia promoviendo •1 
aerdbico (Dlcarnacidn etc al.., 19951 • 

ae obaerv• 
enzima ca.o 
1• .a:, •• el 
metabol.iamo 

Sn co1aboraci6n con e1 Dr. llichael. Dunn. en • e911 •• 
caracteria6 y ana1ia6 •1 pape1 de l.a .a:,. Lo• re•ultadoa d• ••t• 
trabejo eat6n .incJ.utdoa en el. trabajo - Pyruvate CarboxyJ.••• f'rom ll::m'\'!'"f! ...a.&. Mutant Characteriaation. NucJ.eotide Sequence. and 

o og ca~1e-. Dltre 1oa punto• a reaaJ.tar como ele -..yor inter•• 
f'ue J.a preaencia en -.....a.&. en el. prU..r cu1tivo en --bioc..ina de tre• 
.,._.tidoa biotciniledo•, uno de 120 kDa que tu6 id•ntcificado c...., une 
iínabunidad. ele .la B: y otroa de 51 y 1• k":~ _r,.-..•pei;tiv--..te. ninguno de 
.lo• cua1ea f'u6 .identi.f'i.cado. Cuando ~r!u• cultivado en ,.._ 
~;:e~:-= ~~.~~o~i.n:Íott~~ :r :r;:~t de1:,:,~:~~'6C:.i~6~1 r:ftJ:Oa:: 
reapecto al. ob•ervado en c61u1aa cul.tivadaa en Ml-biotina. Sn 1a 
di•cuai6n de1 articul.o antea mencionado •e exponen arcrwnentoa que 

::•~&mu:' ::•.fn:!:f.:; t~o':ln .. ~J!º!:;:v~ ~iº~!'9i. ~!n~:~!.ºr&"!=: 
vit::f:. puede eatar aiendo regu1ada negativamente en al.gún ~nto 
de1 crec:iai.ento en .... La• mu.tantea en ••t• enai .. no aon capacea de 
crecer en piruvato a dif'erencia de lo que aucede en otra• eapeci•• 
Clloclak et a1 .• 1995 y Wil•on.J.c •• 198a> que pueden convertir 
cma1oacetato CQA&> a partir de piruvato. Sin elftbargo a.i •• cul.tiva a 
.la _,,tante ele a.a&a.& en ... -piruvato -'• a•partato. •• capas de crecer. 
aienclo el. Q&& producido a partir de aapartato. v~a una aapartato 
maillOCranaf'eraaa. 

Se obaerv6 en l.a cepa mutante •in zs:. que eata enzima no •• 
nece .. ria para •1 crecimiento en ... -auccinato (10 ... >. ya que en ••taa 
coad~cionea la biotina endógena ea capea de pro...over \Ul crecim&ento 
caai iguaJ. a1 de 1a cepa padre. Sin embargo •i 1a cepa mutante •• 
aubcuJ.tivada en auccinato 30 11111 ae observa que 6ata ea incapaz d• 
crecer aún en preaencia de biotina en medio lft1.nimo. Bato auvi.ere que ••t• ena.i .. •• e1 b1anco de 1a biotina cuando ae •ubc:ultiva ~ en 
preaencia de eata vitamina. indicando que ••ta enzima ea responaabl• 
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de1 creci.nú.ento de 1a bacterie a1 aer aubcu1tivada en - •up1-tado 
con bi.otina.. Sabemo• que un requerimiento de 1a zs:. durante •1 
creciaiento en NN-auccinato podr~a •er conaiderado menor y no e•teria 
muy de acuerdo con •1 pape1 ... t•b61ico que en eata• condicione• de 
cu1tivo propon...o• para eata enzima, ain embargo augeri1111D• que el 
crec~ento de a..a&a.l en •eta• condiciones, puede cau•ar un gran ~lu;o 
ele carbono • piruvato a trav•• de 1a enzi ... m61ica Ula.kay et a1 .. , 
19e51 Driaco11 et ai .• 19931 y n6 a QA& por 1• v~a da 1• .. 1ato 
cleahidrogena•a, en virtud de que ••t• en•i .. diaminuye au actividad 
durante 1o• aubcu1tivoa en,.. CEncarnación et al.,1995) .. sn ••t• caao 
la .B: ••ria eaencia1 para generar ~ a partir de piruvato y ..,.tener 
•1 crec::iaiento ele a..&&&, en ... -auccinato, durante 1oa aubcu1tivaa. 

S.tucli.oa r .. 1iaado• en nueatro laboratorio han delllDatrado Cl\&e 
•1 .-onJ.o •• ••i.•i.lado en vida J.i.br• en p•• , • .,,,, por 1a v~a 
g1uta.ino •int•t••• (QA)- olut ... to aint••• (~) <•ravo •t .1., 
1988). Debi.do a que encontr.-oa que la preaencia de gJ.utamin.a en 1oa 
aubcuJ.tJ.voa en ... impide que M&e•!tl•• entre •n un -t•boliUM> 
~•smentativo (datoa no pub1icadoa): ••decidió eatudiar •1 papel de 
••t• .. ino~cido en l.a uti1ización del. auccinato cOllD fuente de 
carbono .. 

Pri .. ro, .-cliante ••t:udioa con c~ueatoa marcadoa con 1.ac y 
13• ~•t:rW• que tant.o en~ como en• eea&••g• .la gl.utaaJ.na 
•• encuentra cic.lando, •• decir. •• ainteti•a y •• degrada al. ai..a 
t:J.empo. Hueatroa reau.lt.adoa indic•ron que e1 auccinato en contraat:e 
can ot.r•• bacteria•, e• una buena fuente ele carbono para M'eft'- y 
CI'&• •• •«icient ..... nte oxidado a C'O~yprererent ... nt• oxida.do rrente a 
la glut..ana. en l.oa cloa tipo• de M,•e••• probadoa .. Sin _.,.rgo en 
una mutante ele • ee''!-S' que carece de J.a ~ y ~ 1a g1ut:aai.na 
~\Mi oxi.dacla en un grado mayor que •1 •Uccinato, l.o que indica que •• 
requiere el cicla~e de glutaaina P9r• la uti.lizaci.ón d• una ruerate ele 

;:::=0 c1=~~ño c;-n::t::.::g~-~~- ::tr:::::·:. ·el.na g~i.= =: 
1-rc-tible. La ~rdida - ••ta actividad ensi-tica noa augiere que 
el auccinato tiene un importante papel. en 1• inducción de l.a ~-

=f!: f:'9::'::ric:u~ci%irde~~-~!1~~:~•:!;a d:. 9a
1
s.":t-:'.

1J.°.ª el; ~.c!c;:~: 
:!.:' -~~~v!ª end-=.1-:s.~::n:•1.-:~~~!:fdn ~~· .::, ~i=•~na64i:, 
IM&eede en 1• cepe ailve•tr• en •1 cuarto aubcul.tivo. So concluaidn. al 
deacribir .la interacción entre lo• -tabo1i8908 de carbono y nitrdg ... o 
que ocurr• en pa••-.•ee, en auaencia d• .la pl.ant•, h.-oa de•crito 
t....,J.6n otro aiat__. regu1ador de 1a concentración intrace1u1a.r del 
poder reductor y ele l.a energía. S1 ciclaje de gl.utmnina vS.a Gª-'YY?ªT• 
a1 reaJ.nteti.•ar gl.utaaina 1o hace previa aínteaia de au eaquel.eto 
carbonado y au orulo •-amino con •1 conaiouiente conaumo de 2-
=~:f=ª:.º·1a e;:;:t: ¿ ::~=no~e:~c~r c~::cr::~:r~t~ ~:s..~: 
... ....._. del '!'CA, convirtiendo•• en \In oa•taclor de energ~a. permanente 
que perai.t:• la uti1i.aacJ.6n continua de .la ~uent:e de carbono (J .llora •• 
llic:robio1ogy -i-1 

Ca.o •• .. ne.lona en 1• introducción y al. inicio de 1a 
dJ.acu•J.6n, l.• mutant• en nnlUI. ele Pse4xs••··-•e• 1••••••pe Cija 
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nU:rdgwso _, aillobioaia al igual que la e- ai.lveacre. - ha pr--aco 
la pr•••nci.• de una v1• de y-ami.nobut1r.ico • •ucci.nato (8al.ai.nen et 
aJ. •• 1990J que puede comipen••r l.• ralt• de QQall durante l.• ai.mbio•i•. 
a1 gl.ut6aj,co al aer deacarboxil.ado producir1a y-aminobutS.rJ.co, 
produciendo en un aiguient• paao •--i•l.deh.ido aucc1nico que al. ••r 
oxi.d8do. dar.ta auccinato, lo que i111>licar1• au.plir 1• ralta d• ~ 
c~l.etando el TCA en J.a •utance en ••t• enai_.. ••ta parte de1 
•ahunt• ele y-aaino!)ut1rico ha aido d~atrada .,n ......a.&.. (Dlcarnacidn 
et ai •• enviado a publ.i.cación), ya que el catabo2i•-=> de gl.ut.-ina 
reaul.td en l.• producción de y y J-hidroxibutirato. indicando una nueva 
ru.ta catab61ica d• ••t• Alftino4cido .. Proponmnoa que l.a proclucc.idn de y
hidroaib\&tirato •• real.i.za a partir de J.a reducción d•1 a .. ialdehido 
aucc1nico que al ox.ider•• produce auccinato (Kahn et a1 •• 1ge5) cuya 
exi•tenei• h...,• d...:>atrado en a.a&U. 

augerJ.mo• que 1• bacteria daoja de crecer a cau•• ele ~ .-.i 
ele a1t• clen•idad ce1u1ar que ae preaent• cuando eate organi•.o •• 
cultiva en IOI. V• que en JOf • b•ja den•idad cel.ul.•r •• puede 
•ubcu1tivar continua.ente (Sftcarnacidn et al. •• 1995). S•t• ••ft•1 de 
clen•iclad celu1ar en •••··-••• puede ••r 1• reaponaab1• de 1• 
r .. ulac:idn de alguna• enai.aa del. 1'CA y deter11tinar rina1,..nte. el 
c:-.bio de .. tabol.i•mo de aeróbico • rennentativo. E• por ••to que 
tlecid&.aa •JIP1orar J.a aint••i• de n-acil.-L-hoeoaerin•• J.acc.onae 
, .. inc- •C al.. 1111121 Willi- •t: al.. 19lt:Z I PUQU• •C a.l.. .1911•1. 
durante •1 creciai.ento •n ... y ••1 detec:t..-.c>• J.a pre••nci• en a..aa.&.&. 
ele aJ. .. no• 2 poaibJ.e• 90J.•c:ulaa con eata• caracteriaticaa. Sato 
d.lc.._. noa .llevd al en.6.liaia de .loa gen•• de la raaúli• J,Mll& c-ro.s.r et: 
al., 19911 LaCif'i ec a.l •• .1995; aa-•l.lo ec al., 1ltlt.l1lltlt31 que 
reaponclen a ••t•• lllDl•culaa. Lo• reaultadoa de ••ta inveatig•ci6n •• 
pueden c:onauJ.tar en •J. r••w.en titulado ·sefta1•• de c:tenaidad cel.u1ar 
C.iPo aciJ.-homoaerin•• lactonaa y •n•l:i.a.á.a ••tructural de un gene 

~~~ :r.!:.f:-"~~i~~ -;:;:~~l':!:r~~-~~ ~.~:.!•L":a'!?l'eT ~ñ 
Vargaa • &ancSra Contrer••• lli.cbael Dunn )"' Ja:i. ... llora . 

Al. aubc:uitivar a a..as&,&. •n 191, ••t• organiamo incre .. nta •u 
reaiatenci• • direrentea tipoa de eatr••. Hemo• e•tudiado en 
pertic:u1ar eJ. eatr•• oxict.tivo que ae pr•••nta en a.A&&& en .., donde 
•• obe•rvó que 1•• c6lulaa proveniente• de cu1tivo• en ,.. aument:.•n •u 
r••iatenc:i• a cantidaid•• creciente• de peróxido de hidrógeno, en 
c01111paracidn con 1•• c•lu1aa que prov:i.en•n de cultivo• donde •e 
ravor•e• el .. t:•bol.iatna aeróbico como por ej-.>J.o. ai previo •1 reto 
pior peróxido de hidrógeno e1 organiamo ae crece en ... •u.Pl.-.itado con 
cia.i,,.,, bioCi,,., o - -io rico CPYI • 

••n•ibil.~'z..9d:l:J• ::: ... u:• o:T:i;~~~:. c°!'f ~.:t,lrf!r q:: ~'!.•n:ntU::no•1~: 
conc:ent:ración de ox1geno, tiende a l.a rorlftAcidn de agregado• 
ceJ.uJ.area. Loa r••u1tadoa de eatoa •atudio• indican que a...&.a.A ti..,de 
a diferenci•r•e d•j•ndo de crecer aerdbic ... nt:e y enc:.rando ea 
•i.-bioai•. B•to '11tilll0 aer1a con doa finaiidad••' 1• primera para 
aclqu.irir una al.ta protección contra ei eatréa oxidativo a· trav•a d• 
dejar de crecer y agregare•, eatado que eemeja una microaerobioai• 
cuando •• encuentra en vida l.ibre y l.a aegunda en microaerobio•i•, 
ccmio en 1• •illlbioai•. donde el. dafto producido por e.1 ox1geno •• .. nor 
debido al. a.taboli•-=> ferftWlntativo. 123 



Sato noa 11.evó a cl.onar y eatudi.ar 1a regu1aci.6n de una 
ensi .. central. en e1 metabo1i•mo d•1 oxigeno. 1• cata1a•• (Dei.aaeroth 
y Dounce. 1970; Dunf'ord y Sti.11man .1976) la cua1 d•llK>•tramoa •• 
regu1ada por l.a ••fta1 de al.ta d•n•idad ce1u1ar y por l.a preaencia de 
hamctaerina. un precuraor de HSL. LO• reaultadoa obt•nidoa invo1ucran a 
eata enai .. en 1a def'•n•• contra •1 eatr6• oxidativo durante el pa•o 
cle1 .. tabo1iemo aeróbico •1 «eE"BWntativo. Sl grado de avance da eat• 
proyecto •• pr•••ntado en el reporte -ci.onación. secuencia y 

:::::::i::r::. ~. ~f·~:;:;::ir~~::::ci~~ l?U'l:)':' 1Z:v~~cre1fº; 
*'r• Jat.a. 

Se ha 1ogrado reproducir •n •••ep>•pe fuera de 1a p1anta. un 
C'enó.a:no parecido al. que ocurre en lo• bacteroid•• durante 1a 
•illbioai• en cuanto a proliferar y dejar de hacerl.o. 

He1M>• d•acri.to la interacción entre lo• metabo1i•mo• de 
carbono y de nitróg•no que ocurre en •1t&•e1t•va en auaencia de 1• 
p1anta. ••ta interacción con•i•t• en 1• utiliaaci6n preferencial. de1 
auccinato. que e• l.a fo:naa nw:>1ecular en que l.a pl.anta 1• proporciona 
•1 carbono a1 ta.ct•roide. 

Caeo puede obaervar•• e1 an,1iaia de l.o• .. cania.oa cau• a.. ..a.a. 11.eva a cabo cuando •e •ubcultiva en .... con y •in aup1....ntoe. 
no aeria poaibl.e ai •ol ... nt• no• circunacribi6ramoa al eatudio de1 
..Cabo1i.-o de carbono. aunque •in duda •• el centro de 1o• c....,&oa 
preaent::•doa por • •sa·a. De ••t• .. nera nueatro an61i•i• 
interrel•c&onando 1o• clo• .. tabo1i.a.D•• •• nece••rio. par• entender 
~:.U.';:!:j:• ... ~==i= .=r:~~--doa por •••e••••• qu• quis6• lo 

a...-.do a lo anterior ••"-='• que un objetivo centra1 en 
a&o1ogia ba a&do e1 entender •1 g....,_. en t6nai.noa eunc&ona1ea. a1go 
que •evur ... nte no podr4 aer 11evado a cabo •n un ti.etlPO corto. pero 
.. i•t• ahora la poai.bili.dad de analizar al menos 1oa producto• de ~•t• 
y acercarnoa a eae futuro. Un an6li•i• en gel.ea d• doble dimenai.6n de 
1•• protefnaa que ~ aintetiza en dif'erente• condicione• 
Ci•&o16gicaa. no• puede ayudar a ent•nder lo• diferente• evento• 
t&eioldgicoa y 1• reeul.aci.ón de ••toa. Hemoa realizado en~ (CS3> 
mt1P9r~to• de expreai.6n d•1 genoma en MM, en donde •• expre•• •1 
c•mlbio del. aetabolia..o aeróbico a fermentativo. Ad•lft6a. •e han 
rea1iaado eatudioa •n condicione• de ••tr-6• como aon: al.ta aa1. 
peróxido de hidr6Qeno, .. tale• peaadoa, etc. Bate eatudi.o no• ayudar' 
a eetablecer la f racci6n de 1•• proteina• celular•• ciu• eat6n aujetaa :o::r:::O::: 1~;:1::a ~r~r:na d~:-r:•:;~:en'!:~1a ~=~C::n!:a •• i:M! 
laa 1000 a 1200 proteLn•• comúnmente expreaadaa por~ (CE3>. •1 
:::.t:~ =~~i~:~. ungern'ltii~o-C::f:::f.:'ª;i•t;-:: •• g•~:• '• 14:r~::~i.~: 
r.veraa•. sn ••te _...nto helno• podido ••t•blec•r vario• grupo• de 
proteína• la• cual.ea •• •xpreaan dependiendo de la fa•• d• crecimiento 
ele 1a bacteria. e1 metaboli•mo aeróbico o fermentativo de 1a ai .... 
ade_.a de prot•in•• que a61o •on expreaad•• en condic~one• 
parti.cu1area d• ••tr••· sn la aiguient• parte de1 an61i•~• 
identi~&car•..o• 1•• prote~n•• en función • au co11tPo•~ci6n de 

12• 



--c:J.- y/o -.i.ante mic:roa..,....cia. 

De ••t• .. nera ••t• trabajo da inicá.o • un proyecto que 
p ... cencle eatucliar •1 c~lejo de rede• y grt41oa de prote~na• que aon 
C'a9Ul.._a en el COlllP1•jo •iat ... tranacripcidn-traduccidn. el proyecto 
......... cau• •• •1 an6li•i• d• 1•• ..... inaa •inteti••da• por •1 .............. 
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