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RESUMEN 

 

El ciclo del glioxilato es una ruta anaplerótica del ciclo de Krebs que permite a los 

microorganismos crecer en compuestos de dos carbonos. Las enzimas de esta ruta son la 

isocitrato liasa y la malato sintasa, codificadas por los genes aceA y glcB (o aceB), 

respectivamente. La isocitrato liasa transforma el isocitrato en glioxilato y succinato, 

mientras que la malato sintasa condensa una molécula de acetil-CoA con glioxilato para 

formar malato. Los productos finales del ciclo del glioxilato son utilizados en 

gluconeogénesis u otros procesos biosintéticos. En el presente trabajo se evaluó el papel 

de los genes aceA, glcB y SMc00767 en la vida libre y simbiótica de S. meliloti. Los 

resultados mostraron que en S. meliloti, así como en la mayoría de las bacterias, el gen 

aceA es necesario para el metabolismo del acetato. Contrario a lo reportado la mutante en 

malato sintasa no se ve afectada en el crecimiento en acetato, sugiriendo una ruta alterna 

para la utilización del glioxilato generado por la isocitrato liasa. El gen aceA esta 

formando un operón con el ORF SMc00767 que se encuentra corriente abajo. La mutante 

en el gen SMc00767 muestra crecimiento pobre en acetato, sugiriendo un papel en el 

metabolismo del acetato. Por medio de fusiones transcripcionales y midiendo la actividad 

de isocitrato liasa en la cepa silvestre y mutante observamos que SMc00767 regula 

negativamente la expresión de aceA. El análisis del transcriptoma de S. meliloti silvestre 

y mutante mostró que SMc00767 además de regular a aceA también regula 

negativamente la expresión de SMa2071 (proteína hipotética),  SMb21456 (proteína 

hipotética), SMb21473 (proteína hipotética), SMc00561 (probable dnaB), SMc00769 

(proteína hipotética) y SMc00772 (probable potH). Los genes aceA y glcB no son 

necesarios en la simbiosis Rhizobium-Leguminosa. Resultados adicionales revelan que el 

ciclo del glioxilato se encuentra involucrado en la utilización de poli-β-hidroxibutirato, lo 

cual sugiere que el ciclo podría ser necesario para la sobrevivencia de la bacteria en 

condiciones limitantes de carbono. Adicionalmente, el ciclo del glioxilato podría estar 

operando con fuentes de carbono provistas por la raíz, ya que se conoce que el frijol 

secreta grandes cantidades de acetato. El conocimiento de las condiciones naturales en las 

cuales el ciclo del glioxilato opera es fundamental para entender el funcionamiento de las 

vías metabólicas en el ciclo vital de bacterias del género Rhizobium. 
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ABSTRACT 

 

The glyoxylate cycle is an anaplerotic route to the tricarboxylic acid cycle that enables 

growth in two-carbon compounds, avoiding the decarboxylation steps of the Krebs cycle. 

The main enzymes of this pathway are isocitrate lyase and malate synthase, encoded by 

the aceA and glcB (or aceB) genes respectively. The isocitrate lyase breaks the isocitrate 

into glyoxylate and succinate, while malate synthase transforms the glyoxylate and one 

molecule of acetyl-CoA to malate. The final products of the glyoxylate cycle are used in 

gluconeogenesis or other biosynthetic processes. In the present work the role of aceA and 

glcB genes in free-living and symbiotic state of  Sinorhizobium meliloti was evaluated. 

The results showed that in S. meliloti, as in most bacteria and other microorganisms, the 

gene aceA is necessary for the acetate metabolism. Contrary to what has been reported, 

the malate synthase mutant is not affected in growth on acetate, suggesting an alternate 

route for the use of generated glyoxylate by isocitrate lyase. The gene aceA is forming an 

operon with the ORF SMc00767 found downstream. The SMc00767 mutant shows poor 

growth on acetate, suggesting a role in the acetate metabolism. Gene fusions and 

enzimatic activities showed that SMc00767 negatively regulates the aceA expression. The 

transcriptome analysis of S. meliloti wild type and mutant showed that SMc00767 not 

only regulates aceA but will also negatively regulates the expression of SMa2071 

(hypothetical protein), SMb21456 (hypothetical protein), SMb21473 (hypothetical 

protein), SMc00561 (probable dnaB), SMc00769 (hypothetical protein) and SMc00772 

(probable potH). This work also shows that genes aceA and glcB are not esential during 

the Rhizobium-Legume interaction. Unpublished results of this investigation show that 

the glyoxylate cycle is involved in the use of storage carbon sources such as poly-β-

hidroxybutyrate, which suggests that the cycle is required under carbon starvation. 

Additionally, the glyoxylate cycle may be operating with carbon sources provided by the 

root, since it is known that bean secret large amounts of acetate. No doubt thet trying to 

know the natural conditions in which the glyoxylate cycle operates in symbionts is a 

fascinating task that undoubtedly generates relevant answers about the functioning of this 

metabolic pathway in the life cycle of Rhizobium. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En esta sección se presenta una revisión, que abarca los aspectos bioquímicos, genéticos 

y de regulación del ciclo del glioxilato, así como de su importancia para la virulencia de 

microorganismos patógenos de plantas y animales. 

 

Dunn, M. F., Ramírez-Trujillo, J. A . y  Hernández-Lucas I. (2009). Major roles of 

isocitrate lyase and malate synthase in bacterial and fungal pathogenesis. Microbiology 

155:3166-3175. 
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Fijación de Nitrógeno  

 

A pesar de que el 80% de la atmósfera terrestre es nitrógeno, este compuesto es inerte y 

no puede ser aprovechado directamente por la mayoría de los seres vivos. El nitrógeno es 

incorporado a la biósfera por medio de la fijación de nitrógeno. Este proceso puede 

ocurrir de forma abiótica como consecuencia de tormentas eléctricas y procesos de 

combustión. Además, la transformación de nitrógeno en amonio es realizada de forma 

biológica por bacterias que poseen la enzima nitrogenasa. Algunas bacterias como 

Klebsiella, Anabaena, Azotobacter y Azospirillum lo fijan en vida libre en condiciones de 

microaerobiosis para satisfacer sus requerimientos nitrogenados (Brewin et al., 1991, 

Mylona et al., 1995). Las bacterias del género Rhizobium fijan el nitrógeno en asociación 

simbiótica con plantas leguminosas. Actualmente se conoce que 10 géneros 

pertenecientes a las α-proteobacterias (Azorhizobium, Bradirhizobium, Devosia, 

Mezorhizobium, Methylobacterium, Ocrhobactrum, Phylobacterium, Rhizobium, Shinella 

y Sinorhizobium) y 3 géneros pertenecientes a las β-proteobacterias (Burkholderia, 

Cupriavidus y Herbaspirillums), son capaces de establecer simbiosis y fijación de 

nitrógeno con leguminosas (Weir, 2008; ICSP Subcommittee on the taxonomy of 

Rhizobium and Agrobacterium diversity, phylogeny and systematics, 2008).  

 

 

Simbiosis 

 

Los eventos iniciales de la simbiosis entre plantas leguminosas y Rhizobium se 

caracterizan por un continuo intercambio de señales. Este proceso culmina en la 

formación del nódulo, dentro del cual se realiza la fijación biológica de nitrógeno. Los 

flavonoides producidos por las leguminosas son la primera señal captada por Rhizobium, 

a través de la proteína NodD, un miembro de la familia LysR, que activa la expresión de 

los genes nod, nol y noe, los cuales codifican para enzimas requeridas en la síntesis y 

transporte del factor de nodulación (factor Nod)  (Perret et al., 2000). El factor Nod es 

sintetizado por NodA, NodB y NodC. La enzima NodC cataliza la polimerización de 

oligómeros de N-acetil-D-glucosamina (usualmente cuatro o cinco residuos) unidos por 
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enlaces β1-4 (Spaink, 2000), mientras que NodB remueve el grupo acetilo del azúcar en 

el extremo no reductor, lugar donde NodA agrega un ácido graso. Las modificaciones al 

factor Nod pueden incluir la adición de un residuo de azúcar y/o de grupos acetato, 

sulfato, carbamato y metilo en varias posiciones del esqueleto. Dichas modificaciones son 

realizadas por los genes nodH, nolO, nodPQ, nodS, nodX, nodZ, lo cual resulta en 

diferentes estructuras del factor de nodulación imprimiendo especificidad al proceso 

simbiótico (Denarie et al., 1996; Long, 1996; Spaink, 2000).  

 

El factor Nod, al ser secretado por las bacterias, induce la alteración en el citoesqueleto 

de los pelos radiculares, el enroscamiento del pelo radicular  y la formación del primordio 

nodular. Las bacterias atrapadas en el pelo radicular inducen la formación del hilo de 

infección, un canal de origen vegetal por el cual las bacterias llegan hasta el nódulo en 

donde se diferencian a bacteroides y realizan la fijación de nitrógeno (Brewin, 2002). 

 

Los bacteroides realizan la fijación de nitrógeno por medio de la enzima nitrogenasa, la 

cual transforma el N2 en amoníaco (NH3) como se muestra en la siguiente ecuación: 

N2 + 8H+ + 8e- + 16Mg-ATP → 2NH3 + H2 + 16Mg-ADP + 16Pi 

 

La enzima nitrogenasa está constituida por dos componentes protéicos, el componente I o 

dinitrogenasa (proteína-FeMo), un tetrámero de 220-240 kDa, el cual es  producto de los 

genes nifD y nifK, contiene el sitio activo para la reducción del N2. El componente II ó 

dinitrogenasa reductasa (proteína-Fe), es un dímero de aproximadamente 60 kDa 

codificado por el gene nifH. Este dímero realiza la hidrólisis del ATP así como la 

transferencia de electrones al componente I. La reacción catalizada por la nitrogenasa 

requiere de una gran cantidad de ATP y poder reductor. El primer producto estable que se 

obtiene de la fijación de N2 es el amonio. Varias pruebas indican que la asimilación del 

amonio para formar compuestos de nitrógeno lo realiza principalmente la planta. (Waters 

et al., 1998; Allaway et al., 2000; Lodwig et al., 2003).  
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Metabolismo del Carbono en Simbiosis. 

  

Durante la fijación simbiótica de nitrógeno, la planta provee a Rhizobium con fuentes de 

carbono necesarios para cubrir la demanda energética que requiere este proceso, mientras 

que la bacteria provee a la planta con el nitrógeno fijado. A continuación se presenta una 

sinopsis del metabolismo del carbono en Rhizobium durante la simbiosis. 

 

 

Metabolismo de Carbohidratos  

 

Se ha observado que en Rhizobium creciendo en vida libre pueden operar las rutas 

Entner-Doudoroff, Embden-Meyerhof y pentosa fosfato en el catabolismo de azúcares 

(Dilworth y Glenn, 1984; Irigoyen et al., 1990; McDermot et al., 1989; Udvardi y Day, 

1997). Sin embargo, a pesar de que los azúcares son muy abundantes en el nódulo, existe 

evidencia experimental que indica que no son esenciales para realizar una eficiente 

simbiosis, ya que los bacteroides de B. japonicum no pueden transportar glucosa y 

aparentemente no poseen una ruta glicolítica completa. Los bacteroides de Rhizobium 

leguminosarum no transportan ni metabolizan hexosas ni disacáridos. Además, varias de 

las enzimas  necesarias para el metabolismo de azúcares en Rhizobium sp. NGR234 están 

ausentes en bacteroides (Glenn y Dilworth, 1981; Hudman y Glenn 1980). 

Adicionalmente, mutantes de Rhizobium afectadas en el metabolismo de azúcares 

retienen la habilidad de nodular y fijar nitrógeno simbióticamente (Cervenansky y Arias 

1984; Glenn et al., 1984; Glenn et al., 1984).  
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Metabolismo de ácidos dicarboxílicos 

 

 Los ácidos dicarboxílicos tales como el malato y succinato se encuentran en 

concentraciones altas en el nódulo y son considerados la principal fuente de carbono para 

el bacteroide ya que estimulan la fijación de nitrógeno in vitro  (Bergersen y Turner, 

1967, Streeter, 1987; Rosendahl et al., 1990; Fougere et al., 1991). Mutantes de 

Rhizobium en el sistema transportador de estos compuestos forman nódulos inefectivos 

en chícharo, alfalfa y trébol (Glenn y Brewin, 1981; Ronson et al., 1981; Finan et al., 

1983; Arwas et al., 1985; Arwas et al., 1986; Engelke et al., 1987; Engelke et al., 1989; 

Watson et al., 1988).  

 

 

Sistema transportador de ácidos dicarboxílicos 

 

El sistema transportador de ácidos dicarboxílicos es relevante en  simbiosis y está 

codificado gen dctA. En respuesta a la presencia de los ácidos dicarboxílicos, las 

proteínas DctB y DctD codificados por dctB y dctD respectivamente, activan la 

trascripción del gen dctA que codifica para la proteína transportadora, permitiendo la 

entrada al bacteroide de compuestos como malato, succinato o fumarato (Ronson et al., 

1984; Watson, 1990). Las mutantes en el gene dctA de Rhizobium tropici CFN899 son 

incapaces de crecer en  malato y fumarato, sin embargo, poseen la habilidad de crecer en 

succinato, lo que indica la presencia de un sistema alterno para el transporte de este 

compuesto. Las plantas inoculadas con esta mutante forman nódulos con una baja fijación 

de nitrógeno (29% con respecto a  la cepa silvestre) (Batista et al., 2001). En S. meliloti 

se sugiere que dctA se transcribe independientemente de dctBD, ya que mutantes en el 

sistema de dos componentes (dctBD) son capaces de fijar nitrógeno (Engelke et al., 1989; 

Yarosh et al., 1989; Watson, 1990). 
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Ciclo de Krebs. 

 

El ciclo de Krebs se encuentra ampliamente distribuido en la escala filogenética (figura 

1). Esta vía metabólica constituye una parte medular del funcionamiento celular. El ciclo 

de Krebs es la ruta central del metabolismo de los ácidos dicarboxílicos requeridos para 

la fijación de nitrógeno (Dunn, M., 1998). La oxidación de compuestos a través del ciclo 

de Krebs provee poder reductor, ATP, así como intermediarios para la biosíntesis de 

aminoácidos y otros metabolitos.  

 

El ciclo de los ácidos tricarboxílicos inicia con la condensación de acetil-CoA y 

oxaloacetato para producir citrato, en una reacción enzimática catalizada por la citrato 

sintasa. En Rhizobium tropici CFN299 se identificaron dos genes, pcsA y ccsA, que 

codifican para la enzima citrato sintasa y se observó que la mutación en ambos genes 

induce la formación de nódulos desprovistos de bacteroides (Hernández-Lucas et al., 

1995). Dado que las mutantes de  Sinorhizobium meliloti y S. fredii en el gen que codifica 

para la enzima citrato sintasa (gltA) producen nódulos inefectivos (Mortimer et al., 1999; 

Krishnan et al., 2003), se concluye que la actividad de GltA es esencial para la fijación de 

nitrógeno en  nódulo (Grzemski et al., 2005). 

  

La enzima aconitasa es codificada por el gen acnA y cataliza la isomerización de citrato a 

isocitrato. Las mutantes de Bradyrhizobium japonicum en este gene presentan un 30% de 

actividad de aconitasa con respecto a la cepa silvestre (Thöny-Meyer y Künzler, 1996), lo 

que indicaría la presencia de un segundo gen acnA. Debido a que la mutante en aconitasa 

es capaz de fijar nitrógeno eficientemente en simbiosis con soya (Thöny-Meyer y 

Künzler 1996), no se ha podido esclarecer el verdadero papel de esta enzima en el 

metabolismo del bacteroide.  

 

La isocitrato deshidrogenasa codificada por el gen icd cataliza la oxidación de isocitrato a 

α-cetoglutarato, la actividad de esta enzima es alta en bacteroides de R. leguminosarum, 

S. meliloti y B. japonicum (Mckay et al., 1989; Miller et al., 1991; Green et al., 1998). 

Mutantes en este gen en S. meliloti inducen bacteroides incapaces de fijar nitrógeno 
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(McDermott y Kahn, 1992). Sin embargo, mutantes de B. japonicum en este gen 

provocan un retraso en la nodulación,  pero en cuanto a la fijación de nitrógeno no se 

observan alteraciones (Shah y Emerich, 2006). 

 

CitratoOxaloacetato

Isocitrato

α-Cetoglutarato

Succinil-CoASuccinato

Fumarato

Malato

Acetil-CoA

CO2

CO2NADH+H+

NADH+H+

FADH2

NADH+H+

GTP

CS

ACN

IDH

α-CDH

SCS

SDH

FUM

MDH

Fix -

Fix - S. meliloti

Fix + B. japonicum

Fix - S. meliloti y R. 
leguminosarum

Fix + B. japonicum

Fix -

Fix -

 

 

 

Figura 1. Reacciones enzimáticas del ciclo de Krebs. Abreviaturas: CS, citrato sintasa;  

ACN, aconitasa; IDH, isocitrato deshidrogenasa; α-CDH, α-cetoglutarato deshidrogenasa, 

SCS, succinil-CoA sintetasa;  SDH, succinato deshidrogenasa; FUM, fumarasa; MDH, 

malato deshidrogenasa. Fix+ y Fix- representa los fenotipos simbióticos observados con 

diferentes mutantes en genes del ciclo de Krebs. 
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El complejo enzimático de la α-cetoglutarato deshidrogenasa, el cual está codificado por 

los genes sucAB, cataliza la descarboxilación oxidativa de α-cetoglutarato a succinil-

CoA. En R. leguminosarum, S. meliloti y M. loti los genes sucAB están acoplados 

transcripcionalmente a los genes mdh y sucCD (Figura 2) (Poole et al., 1999; Kanecko et 

al., 2000; Galibert et al., 2001; Dymov et al., 2005) los cuales codifican para la malato 

deshidrogenasa y la succinil-CoA sintetasa, respectivamente. Este operón está controlado 

por un solo promotor corriente arriba del gen mdh (Poole et al., 1999; Dymov et al., 

2005) 

mdh sucC sucD sucA sucB

 

Figura 2. Organización genética de los genes que codifican para las enzimas malato 

deshidrogenasa (mdh), succinil-CoA sintetasa (sucCD) y α-cetoglutarato deshidrogenasa 

(sucAB). 

 

Las mutantes de S. meliloti y R. leguminosarum en α-cetoglutarato deshidrogenasa (sucA) 

forman nódulos inefectivos en alfalfa y chícharo, respectivamente (Duncan y Fraenkel, 

1979; Walshaw et al., 1997), indicando que este paso del ciclo de Krebs es necesario en 

simbiosis. Sin embargo, mutantes de B. japonicum en α-cetoglutarato deshidrogenasa 

forman nódulos funcionales en soya (Green y Emerich, 1997a; 1997b), sugiriendo que no 

se requiere un ciclo de Krebs completo para la fijación simbiótica de nitrógeno o que 

existe una ruta alternativa para la degradación del α-cetoglutarato en B. japonuicum. 

Green et al.  (2000) sugieren que el fenotipo Fix+ en B. japonicum es debido a que el α-

cetoglutarato es metabolizado mediante la α-cetoglutarato descarboxilasa y la succinato 

semialdehído deshidrogenasa para formar succinil-CoA en nódulos.  

 

El succinil-CoA se hidroliza a succinato mediante la acción de la enzima succinil-CoA 

sintetasa codificada por los genes sucCD. Una mutante de R. leguminosarum en sucD 

forma nódulos inefectivos en chícharo, probablemente debido al efecto polar en los genes 

corriente abajo sucAB. Esta mutante mantiene una actividad sustancial de succinil-CoA 

sintetasa (Walshaw et al., 1997) sugiriendo que R. leguminosarum posee un segundo gen 
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sucD. Basado en estos datos no es posible asignar un papel durante la  simbiosis para el 

producto del gene sucD. 

 

El complejo succinato deshidrogenasa (SDH) codificado por los genes sdhC, sdhD, sdhA 

y sdhB cataliza la oxidación del succinato a fumarato. Las mutantes de S. meliloti y R. 

leguminosarum en la succinato deshidrogenasa son incapaces de usar succinato como 

única fuente de carbono, pero crecen bien en fumarato y malato. Estas mutantes forman 

nódulos inefectivos en sus respectivas plantas huésped (Finan et al., 1981; Gardiol et al., 

1982; Gardiol et al., 1987).  

 

En la siguiente reacción del ciclo de Krebs el fumarato es hidratado para formar malato 

por medio de la enzima fumarasa codificada por el gene fumC. Accuna et al. (1991) 

clonaron e inactivaron un gen fumC de B. japonicum. Se encontró que la cepa mutante es 

capaz de nodular y fijar nitrógeno eficientemente, debido a la presencia de tres genes mas 

que codifican para fumarasas en B. japonicum (Kaneko et al., 2002). 

 

El paso final en el ciclo de Krebs regenera oxaloacetato a partir del malato por medio de 

la enzima malato deshidrogenasa, codificada por el gene mdh. Como se mencionó 

anteriormente, los genes mdh y sucCDAB se encuentran formando un operón en R. 

leguminosarum y S. meliloti (Poole et al., 1999; Dymov et al., 2005), lo cual dificulta 

determinar la naturaleza de la mutación en mdh debido al efecto polar que ocasionaría en 

los genes sucCDAB. Sin embargo, Dymov et al. (2005) obtuvieron una mutante de S. 

meliloti en mdh usando un Tn5 que posee un promotor Tac, lo cual permite la 

transcripción de los genes sucCDAB. Se observó que el crecimiento en vida libre de esta 

mutante es lento y forma nódulos inefectivos en alfalfa (Dymov et al. 2005). 

 

El ciclo de Krebs posee rutas anapleróticas que lo mantienen activo en diferentes 

condiciones. A continuación resumimos los estudios de estas vías metabólicas en la 

simbiosis Rhizobium-Leguminosa. 
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Enzima málica y piruvato deshidrogenasa. 

 

El metabolismo de los ácidos dicarboxílicos requiere que se generen oxaloacetato y 

acetil-CoA a partir del malato. La enzima málica cataliza la descarboxilación oxidativa 

del malato a piruvato, el cual posteriormente es transformado en acetil-CoA por la 

piruvato deshidrogenasa (Figura 3). En B. japonicum, R. leguminosarum y S. meliloti se 

han identificado dos tipos de enzimas málicas, una dependiente de NAD+ codificada por 

el gen dme (DME) y otra dependiente de NADP+ codificada por el gen tme (TME). La 

regulación y la actividad de estos genes ha sido estudiada extensivamente en S. meliloti y 

B. japonicum (Kouchi et al., 1988; Copeland et al., 1989; Tomaszewska y Werner, 1995; 

McKay et al., 1988; Driscoll y Finan, 1993). 

 

Driscoll y Finan  (1997) caracterizaron mutantes sencillas y dobles en los genes  dme y 

tme. En las plantas de alfalfa, la mutante sencilla dme así como la doble mutante dme- 

tme forman nódulos pequeños incapaces de fijar nitrógeno, la mutante sencilla tme no fue 

afectada en su funcionamiento simbiótico. Interesantemente la enzima málica 

dependiente de NAD+ se induce en bacteroides. Al clonar el gen tme bajo el control del 

promotor dme no se restaura el fenotipo de la mutante en dme, por lo tanto DME es 

requerida en simbiosis.  El piruvato formado por la enzima málica es transformado en 

acetil-CoA por el complejo enzimático piruvato deshidrogenasa, el cual está codificado 

por los genes pdhAα, pdhAβ, pdhB, y lpd. Una mutación en el gene lpd en S. meliloti 

presenta una disminución de 16 veces en la actividad de piruvato deshidrogenasa y 

presenta un fenotipo Fix- (Soto et al., 2001). 
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Figura 3. Reacciones enzimáticas de la ruta anplerótica para la generación de acetil-CoA 

a partir de malato. Abreviaturas: DME, enzima málica dependiente NAD; TME, enzima 

málica dependiente NADP; PDH, piruvato deshidrogenasa. 

 

 

Metabolismo del PHB 

 

El PHB o polihidroxibutirato es una excelente reserva de carbono. La ruta para la 

biosíntesis del PHB en Rhizobium inicia con la condensación de 2 moléculas de acetil-

CoA para formar acetoacetil-CoA, paso catalizado por la enzima cetotiolasa codificada 

por el gen phbA (Figura 4). Posteriormente, el acetoacetil-CoA es transformado a β-

hidroxibutiril-CoA por la enzima acetoacetil-CoA reductasa codificada por el gen phbB. 

Finalmente, el β-hidroxibutiril-CoA es transformado en PHB por la enzima PHB sintasa 

codificada por el gen phbC. En Rhizobium los genes phbA y phbB se encuentran 

formando un operón, mientras que el gene phbC se encuentra de manera independiente. 

Los bacteroides de nódulos formados por B. japonicum y R. etli,  producen grandes 

cantidades de PHB durante la fase activa de fijación de nitrógeno (Wong y Evans 1971; 

Karr et al. 1984; Bergersen y Turner 1991). Una mutante de R. etli en el gene phbC es 
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más eficiente en simbiosis, ya que presenta una actividad de nitrogenasa mayor a la cepa 

silvestre. Las plantas inoculadas con la cepa deficiente en el gene phbC presentan mayor 

peso seco y las semillas contienen más nitrógeno, en comparación a las inoculadas con la 

cepa silvestre (Cevallos et al., 1996).  

   

La degradación de PHB inicia con la acción de la enzima PHB depolimerasa (phbZ) y da 

por resultado la formación de monómeros de β-hidroxibutirato (Figura 4) (Trainer y 

Charles 2006). Posteriormente, el β-hidroxibutirato es oxidado a acetoacetato por la 

enzima β-hidroxibutirato deshidrogenasa (bdhA). En el siguiente paso el acetoacetato es 

transformado a acetoacetil-CoA por la acetoacetil-CoA sintetasa (acsA2). Finalmente, 

este compuesto es transformado en acetil-CoA por medio de la enzima cetotiolasa (Cai et 

al., 2000). Los nódulos de Lupinus angustifolius incubadas en oscuridad muestran niveles 

bajos de PHB, un incremento en la actividad de BdhA y una disminución de la fijación de 

nitrógeno, lo cual sugiere que las reservas de PHB en los nódulos pueden ser utilizadas en 

condiciones de poca disponibilidad de carbono (Gerson et al., 1978). Se ha especulado 

que el PHB proporciona el combustible necesario para realizar el proceso de infección en 

S. meliloti (Charles et al. 1997). Se piensa que en este organismo las reservas 

intracelulares de PHB pudieran servir como una fuente de energía para la división celular 

y el crecimiento durante la invasión e infección de la raíz (Charles et al. 1997). Sin 

embargo, el PHB no es crucial para el proceso simbiótico, ya que mutantes de S. meliloti 

en los genes bdhA y acsA pueden establecer una simbiosis eficiente (Aneja y Charles, 

1999;  Cai et al., 2000). 
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Figura 4. Reacciones enzimáticas del ciclo del PHB. En azul se muestran las reacciones 

de biosíntesis y en rojo se muestran las de degradación. 

 

 

Biosíntesis y metabolismo de aminoácidos en el nódulo. 

 

La ruta predominante para la asimilación de amonio en Rhizobium es a través de la 

glutamino sintetasa (GS) y la glutamato-α-cetoglutarato deshidrogenasa (GOGAT). El 

glutamato es aminado a glutamina por la enzima glutamino sintetasa. La glutamina es 

posteriormente desaminada por la GOGAT, que transfiere un grupo amino al α-

cetoglutarato obteniendo dos moléculas de glutamato. Existen tres isoformas de la enzima 

GS en S. meliloti, R. leguminosarum, R. etli y M. loti: GSI, GSII y GSIII, codificadas por 

los genes glnA, glnII y glnT, respectivamente. La supresión de la actividad de GS 

originada por la mutación de los genes glnA y glnII en S. meliloti produce nódulos 
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efectivos; sin embargo, se ha detectado actividad residual de GS en bacteroides, debida a 

la presencia de la GSIII (de Bruijn et al., 1989). En contraste, las mutantes en glnA y 

glnII de B. japonicum son incapaces de nodular soya (Carlson et al., 1987). En S. meliloti 

la mutación en GOGAT no afecta el proceso simbiótico (Lewis et al., 1990). 

 

La aspartato aminotransferasa (AatA) cataliza la transaminación de glutamato a 

oxaloacetato para obtener aspartato y α-cetoglutarato. La bacteria S. meliloti posee tres 

genes que codifican proteínas con actividad de aspartato aminotransferasa; sin embargo, 

solamente aatA está conservado en otros Rhizobium (Alfano y Kahn, 1993; Kaneko et al., 

2000; Galibert et al., 2001; Kaneko et al., 2002; Gonzalez et al., 2006; Young et al., 

2006). Las mutantes de S. meliloti y R. leguminosarum en el gen aatA nodulan pero no 

fijan nitrógeno, lo que sugiere que el aspartato podría ser una importante fuente de 

carbono en simbiosis (Rastogi y Watson, 1991; Lodwig et al., 2003).    

 

La aspartasa cataliza la desaminación reversible del aspartato para obtener amonio y 

fumarato. Se ha observado que la actividad de aspartasa es alta en bacteroides de R. etli y 

B. japonicum indicando que en el nódulo podría existir cierta degradación de aspartato 

vía aspartasa. Sin embargo, la actividad de esta enzima no es esencial para realizar una 

simbiosis eficiente, ya que una mutante de R. etli  en aspartasa, nodula y fija nitrógeno al 

igual que la cepa silvestre (Kouchi et al., 1991; Huerta-Zepeda et al., 1997).  

 

 

El ciclo del glioxilato  

 

Este ciclo fue descubierto en 1957 por Kornberg y Krebs, es una ruta alterna al ciclo del 

ácido cítrico que evita los pasos de descarboxilación, permitiendo la formación de 

esqueletos carbonados, sin la pérdida de carbono en forma de CO2. Este ciclo comparte 

varias enzimas del ciclo de Krebs; sin embargo, posee dos enzimas exclusivas, la 

isocitrato liasa y la malato sintasa, cuya función es evitar los pasos de descarboxilación 

del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. La isocitrato liasa transforma el isocitrato en 

succinato y glioxilato, la malato sintasa transforma el glioxilato y una molécula de acetil-
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CoA en malato (Figura 5). Dos moléculas de acetil-CoA son introducidas en el ciclo del 

acido glioxílico, dando como resultando una molécula extra de malato la cual mantiene al 

ciclo operando, de tal manera que una molécula de malato sintetizada puede ser usada 

para gluconeogénesis. En diferentes microorganismos las dos enzimas específicas del 

ciclo del glioxilato se inducen cuando la bacteria crece en acetato o etanol como única 

fuente de carbono, mientras que en presencia de carbohidratos, el ciclo del ácido 

glioxílico es inhibido (Cozzone, 1998). En E. coli los genes estructurales de la isocitrato 

liasa y la malato sintasa (aceA y aceB, respectivamente) constituyen un operón junto con 

aceK que codifica para una isocitrato deshidrogenasa cinasa/fosfatasa la cual controla el 

flujo del isocitrato hacia el ciclo del glioxilato (Cozzone, 1998; Cozzone y El-Mansi, 

2005).  

 

El ciclo del glioxilato opera en aves, reptiles, arqueas, bacterias, hongos, plantas y 

nemátodos (Kondrashov et al., 2006; Davis et al., 1990; Morgunov et al., 2005; Davis et 

al., 1986). En mamíferos el gen de la malato sintasa es un seudogen y el de la isocitrato 

liasa se encuentra ausente (Kondrashov et al., 2006). Recientemente se ha observado que 

el ciclo del glioxilato es relevante en la patogénesis de organismos como Mycobacterium 

tuberculosis (McKinney et al., 2000), Rhodococcus equi (Wall et al., 2005), 

Pseudomonas aeruginosa (Son et al., 2007; Lindsey et al., 2008), Candida albicans 

(Lorenz y Fink, 2001), Leptosphaeria maculans (Idnurm y Howlett, 2002), Magnaporthe 

grises (Wang et al., 2003), Colletotrichum lagenarium (Asakura et al., 2006), 

Rhodococcus fascians (Vereecke et al., 2002; 2002a), Xanthomonas campestres (Tamir-

Ariel et al., 2007) y Stagonospora nodorum (Solomon et al., 2004). 
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Figura 5. En negro reacciones del ciclo del glioxilato. Abreviaturas: CS, citrato sintasa;  

ACN, aconitasa; SDH, succinato deshidrogenasa; FUM, fumarasa; MDH, malato 

deshidrogenasa; ICL, isocitrato liasa; MS, malato sintasa. En gris se muestran reacciones 

exclusivas del ciclo de Krebs. IDH, isocitrato deshidrogenasa; α- CDH, α-Cetoglutarato 

deshidrogenasa; SCS, succinil-CoA sintetasa. 
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El ciclo del glioxilato en Rhizobium. 

 

Rhizobium en su forma simbiótica depende completamente de la planta huésped por el 

suministro de carbono. Aunque se ha observado que los ácidos dicarboxílicos tales como, 

el malato, succinato y fumarato son una fuente importa de compuestos carbonados 

proporcionados por la planta como fuente de energía para la fijación de nitrógeno, la 

planta podría proveer al bacteroide con cantidades significantes de acetato. El acetato es 

uno de los ácidos orgánicos más abundantes en el nódulo (Jackson y Evans, 1966) y 

puede cruzar eficientemente la membrana peribacteroidal que separa a los bacteroides del 

citosol del nódulo (Udvardi y Day, 1989). Además, se ha observado que el acetato  

adicionado exógenamente a bacteroides de B. japonicum aislados, promueve la fijación 

de nitrógeno ex planta (Udvardi y Day, 1989). En bacteroides de B. japonicum, la tasa de 

incorporación de acetato y la actividad de las enzimas involucradas con la transformación 

del acetato en acetil-CoA (acetato cinasa, fosfotransacetilasa y acetil-CoA sintetasa) 

incrementa con la fijación de nitrógeno (Preston et al, 1989; Smith et al., 1994), 

implicando un incremento en la utilización de acetato.  

 

En nódulos senescentes de soya y en nódulos de plantas de soya que fueron incubadas en 

la oscuridad, se observa un decremento en la cantidad de PHB y un incremento en la 

actividad de isocitrato liasa, lo que sugiere que el acetil-CoA producto de degradación del 

PHB es metabolizado por medio del ciclo del glioxilato (Wong y Evans, 1977). Sin 

embargo, en nódulos de plantas creciendo en condiciones favorables el funcionamiento 

del ciclo del glioxilato no se ha confirmado, ya que no se ha detectado la actividad de la 

isocitrato liasa en bacteroides de soya, chícharo, alfalfa ó trébol (Green et al., 1998; 

Jonson et al., 1966). En vida libre la actividad de isocitrato liasa solamente ha sido 

detectada en medios conteniendo acetato u oleato (Green et al., 1998; Duncan y Fraenkel, 

1979; Mandal y Chakrabartty, 1992).  

 

A diferencia de la isocitrato liasa, la actividad enzimática de malato sintasa se ha 

detectado en bacteroides de chícharo, alfalfa, trébol, frijol y soya (Jonson et al., 1966; 

Mandal y Chakrabartty, 1992). La actividad de malato sintasa parece ser constitutiva, ya 
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que se ha detectado en extractos de células creciendo en acetato, glucosa, arabinosa, 

piruvato y malato (Duncan y Fraenkel, 1979; Green et al., 1998; Mandal y Chakrabartty, 

1992). Hasta el momento solo se ha estudiado en simbiosis una mutante de malato sintasa 

de R. leguminosarum la cual forma nódulos y fijan nitrógeno eficientemente (García-de 

los Santos et al., 2002) sin embargo no se hizo un análisis de esta mutante en vida libre 

creciendo en acetato como única fuente de carbono. Aunque los genes putativos aceA y 

glcB, están anotados en la secuencia del genoma de S. meliloti  (Figura 6) y otros 

Rhizobium, el papel de estos genes en la utilización de acetato y la interacción 

Rhizobium-Leguminosa no ha sido evaluado. Para entender mejor el papel del ciclo del 

glioxilato en la interacción Rhizobium-Leguminosa es necesario el análisis de mutantes 

en los genes que codifican para las proteínas involucradas en dicho ciclo. 

potI potH potG potF SMc00769 aceA SMc00767 SMc00766

glcBSMc02580SMc02579 SMc02582 SMc02583

A

B

 

Figura 6.- A) organización genética de los genes aceA y SMc00767. B) organización 

genética del gen glcB. 
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HIPÓTESIS 
 
 
Se conoce que en el nódulo existe una gran cantidad de acetato superado en 

concentración solo por malato y que en los bacteroides se encuentran activas las enzimas 

que transforman el acetato en acetil-CoA, así como la malato sintasa, además también se 

ha observado que los bacteroides pueden usar acetato como fuente de energía para 

soportar la fijación de nitrógeno, por lo tanto el ciclo del glioxilato podría estar operando 

en Rhizobium durante la simbiosis con leguminosas. 

 
 
 

OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterización funcional de los genes que codifican para las enzimas isocitrato liasa y 

malato sintasa de Sinorhizobium meliloti en vida libre y en simbiosis. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

Construcción de mutantes de Sinorhizobium meliloti en los genes que codifican para la 

isocitrato liasa (aceA) y malato sintasa  (glcB). 

 

Evaluar el papel de los genes del ciclo del glioxilato en vida libre mediante curvas de 

crecimiento de las diferentes mutantes. 

 

Evaluar el papel de la isocitrato liasa y la malato sintasa en la simbiosis con alfalfa. 
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RESULTADOS  

 

En esta sección de resultados se presenta un artículo publicado en la revista journal of 

bacteriology. En este trabajo se evaluó la contribución de los productos de los genes 

aceA, glcB y SMc00767 de Sinorhizobium meliloti en vida libre y simbiosis.  

 

Ramírez-Trujillo J. A.,  Encarnación S., Salazar E., García-de los Santos A., Dunn M. 

F., Emerich D. W., Calva E., y Hernández-Lucas I. 2007. Functional characterization of 

Sinorhizobium meliloti acetate metabolism genes aceA, SMc00767 and glcB. J Bacteriol 

189:5875-5884. 
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Figura S1. Material suplementario del articulo en donde se esquematiza la construcción de los 

plásmidos para la mutagénesis, complementación y las fusiones transcripcionales. 
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RESULTADOS ADICIONALES 

 

Papel de los genes del ciclo del glioxilato en ayuno de carbono. 

 

Una de las características de S. meliloti es la habilidad de acumular poli-β-hidroxibutirato en vida 

libre en condiciones de limitación de nutrientes. El PHB es convertido en acetoacetato, 

posteriormente es transformado en acetil-CoA, la cual puede ser utilizada mediante el ciclo de 

Krebs o por medio del ciclo del glioxilato. Para determinar si el ciclo del glioxilato está 

involucrado en el metabolismo del acetil-CoA producto de la degradación del PHB se realizaron 

experimentos de crecimiento en MM sin fuente de carbono. Las cepas silvestre (Rm5000), la 

mutante en la isocitrato liasa aceA (RH190), la mutante en malato sintasa glcB (RH218), la doble 

mutante aceA-glcB (RH222), la mutante en SMc00767 (RH421) y la doble mutante glcB-

SMc00767 (RH419) fueron cultivadas bajo condiciones de acumulación de PHB en medio YM 

(manitol y extracto de levadura); posteriormente, los cultivos de estas cepas fueron transferidos a 

medio mínimo M9 sin fuente de carbono. La densidad óptica medida a lo largo de la curva de 

crecimiento indica que la cepa silvestre RM5000, así como las mutantes sencillas en SMc00767 

(RH421) y glcB (RH218) poseen la habilidad de crecer en MM sin fuente de carbono (Figuras 7, 

8 y 10); sin embargo, la mutante en aceA (RH190) y las dobles mutantes aceA-glcB (RH222) y 

glcB-SMc00767 (RH419) fueron incapaces de crecer en medio mínimo sin fuente de carbono 

(Figuras 7, 9 y 11).  
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Figura 7. Curva de crecimiento en  medio M9 sin fuente de carbono. S. meliloti Rm5000 ; S. 
meliloti mutante aceA ; S. meliloti mutante aceA complementada con aceA .  
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Figura 8. Curva de crecimiento en  medio M9 sin fuente de carbono.  S. meliloti Rm5000 ; S. 
meliloti mutante glcB  . 
 
 



 52 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 4 8 12 16 20

Tiempo (días)

D
en

si
da

d 
óp

tic
a 

a 
59

5 
na

nó
m

et
ro

s

 
Figura 9. Curva de crecimiento en medio M9 sin fuente de carbono. S. meliloti Rm5000 ; S. 
meliloti doble mutante aceA-glcB ; S. meliloti doble mutante aceA-glcB complementada con 
aceA-glcB ; S. meliloti doble mutante aceA-glcB complementada con aceA-SMc00767 . 
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Figura 10. Curva de crecimiento en  medio M9 sin fuente de carbono.  S. meliloti Rm5000 ; 
S. meliloti mutante SMc00767 ; S. meliloti mutante SMc00767 complementada con 
SMc00767 con el promotor de aceA . 
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Figura 11. Curva de crecimiento en  medio M9 sin fuente de carbono.  S. meliloti Rm5000 ; 
S. meliloti doble mutante glcB-SMc00767 ; S. meliloti doble mutante glcB-SMc00767 
complementada con SMc00767 con el promotor de aceA  . 

 
 

 

Los resultados anteriores indican que bajo condiciones de movilización o degradación de PHB, 

aceA, SMc00767 y glcB se necesitan para asimilar el acetil-CoA liberado. Se realizaron 

experimentos de complementación, los cuales revelan que el crecimiento de la doble mutante 

aceA-glcB (RH222) se reestablece con los genes aceA-glcB (RH312) y aceA-SMc00767 

(RH327) (figura 9). Por otra parte, la mutante SMc00767 (RH421) y la doble mutante glcB-

SMc00767 (RH419) fueron complementadas con el gen SMc00767 generando las cepas RH442 

y RH43, respectivamente. En todos los casos el fenotipo de crecimiento en MM mínimo se 

reestablece (Figuras 10 y 11). Estos datos muestran que los genes aceA, glcB y SMc00767 son 

necesarios para el crecimiento en PHB. Para determinar si realmente se acumula PHB y los 

genes aceA y glcB están involucrados en la asimilación del producto de degradación (el acetil-

CoA) de este polímero, se realizaron experimentos de cuantificación y degradación de PHB a lo 

largo de una curva de crecimiento en MM sin fuente de carbono. Los resultados muestran que la 

mutante en aceA, así como la doble mutante aceA-SMc00767 y aceA-glcB no degradan 

completamente el PHB.  

 

Las cepas anteriormente mencionadas al ser complementadas con los respectivos genes silvestres 

recuperan el fenotipo de crecimiento utilizando el PHB de reserva, indicando que los genes del 
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ciclo del ácido glioxílico aceA, glcB y SMc00776 están involucrados en la utilización del acetil-

CoA producto de degradación de este polímero de reserva (Figuras 12 y 13). A continuación se 

muestran los experimentos de degradación de PHB. Las cepas fueron crecidas en medio YM 

(manitol y extracto de levadura) para la acumulación de PHB y posteriormente fueron 

subcultivadas en medio mínimo M9 sin fuente de carbono. 

 

 

Experimentos  de degradación de PHB en Sinorhizobium meliloti. 
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Figura 12.- Utilización de PHB. S. meliloti Rm5000 ; S. meliloti mutante aceA ; S. 
meliloti mutante aceA complementada con aceA .  
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Figura 13.- Utilización de PHB. S. meliloti Rm5000 ; S. meliloti doble mutante aceA-glcB 
; S. meliloti doble mutante aceA-glcB complementada con aceA-glcB ; S. meliloti doble 

mutante aceA-glcB complementada con aceA-SMc00767 . 
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DISCUSIÓN  

 
 
El metabolismo del carbono juega un papel determinante en la vida libre y simbiótica de 

bacterias del género Rhizobium, estudios sobre rutas metabólicas centrales tales como la 

glicólisis, y el ciclo de Krebs han sido realizados, sin embargo, el conocimiento actual sobre el 

papel de las rutas anapleróticas del ciclo de Krebs es muy limitado. En este trabajo se estudió el 

ciclo del glioxilato en Rhizobium. Reportes previos han demostrado la funcionalidad en vida 

libre como en simbiosis de las principales enzimas del ciclo del glioxilato, isocitrato liasa y 

malato sintasa. Sin embargo, no se habían realizado estudios sistemáticos con mutantes en cada 

uno de los genes antes mencionados. Los resultados de este trabajo demuestran que S. meliloti, 

así como en la mayoría de las bacterias el gen que codifica para la isocitrato liasa, es necesario 

para el metabolismo del acetato. En esta investigación nosotros también demostramos que aceA 

es relevante para usar como fuente de carbono el PHB.  

 

Una aportación relevante de este trabajo es la caracterización del gen SMc00767, el cual está 

presente en simbiontes, patógenos de plantas y animales. En todos los organismos analizados, el 

ORF SMc00767 se encuentra corriente abajo del gen aceA, formando un operón. En S. meliloti 

SMc00767 es relevante durante el crecimiento en acetato o en ayuno de carbono (utilización de 

PHB). Adicionalmente, SMc00767 regula negativamente la expresión de aceA. Datos de 

actividad enzimática así como fusiones transcripcionales y microarreglos validan el papel de 

SMc00767 como un regulador negativo en S. meliloti. Este regulador además de regular a aceA 

también regula negativamente a los genes SMa2071 (proteína hipotética), SMb21456 (proteína 

hipotética), SMb21473 (proteína hipotética), SMc00561 (Probable DNA helicasa, dnaB), 

SMc00769 (proteína hipotética) y SMc00772 (probable sistema transportador de putrecina, 

potH). Se propone que estos genes dependientes de SMc00767 podrían tener algún papel en el 

crecimiento de Rhizobium en acetato. El tercer componente descrito en esta investigación 

corresponde al gene glcB el cual codifica para la enzima malato sintasa. Las mutaciones en este 

gen no afectan el crecimiento en acetato en S. meliloti. Sin embargo, mutaciones en el gen de la 

malato sintasa de Aspergillus fumigatus (Olivas et al., 2008),  E. coli (Pellicer et al., 1999), 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Roucourt et al., 2009), Rhodococcus fascians (Vereecke et al., 

2002) y Rhizobium leguminosarum Bv. viciae (Karunakaran et al., 2009) son incapaces de crecer 
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en acetato como única fuente de carbono. Estos datos indican que en S. meliloti existe otra ruta 

metabólica por la cual el glioxilato generado por isocitrato liasa es transformado en algún 

precursor biosintético que permite el crecimiento en ausencia de malato sintasa.  

 

En S. meliloti se encuentran dos posibles rutas adicionales a la de malato sintasa por las cuales el 

glioxilato podría incorporarse al metabolismo central, la ruta de la serina glioxilato 

aminotransferasa, codificada por el gen sgaA (SMa2139), la cual transforma a la serina y al 

glioxilato en glicina e hidroxipiruvato. Posteriormente, una hidroxipiruvato reductasa, codificada 

por ttuD3 (SMa1406) o ttuD1 (SMc04389), transformaría el hidroxipiruvato en  glicerato, este 

compuesto es fosforilado por la enzima glicerato cinasa, codificada por ttuD2 (SMb20678) para 

producir 3-fosfoglicerato el cual es utilizado directamente en glicólisis. La segunda ruta alterna 

podría ser la vía del glicerato, en esta vía el glioxilato es transformado por la glioxilato 

carboligasa, codificada por el gen gcl (SMb20681), a tartronato semialdehído, el cual a su vez es 

metabolizado a glicerato por la tartronato semialdehído reductasa, codificada por glxR 

(SMb20679), el glicerato es fosforilado por la enzima glicerato cinasa para producir el 

intermediario glucolítico 3-fosfoglicerato. De manera interesante, todos los genes de las vías 

metabólicas propuestas para la utilización del glioxilato se encuentran presentes en S. meliloti. 

En la figura 14 se esquematizan las rutas propuestas para la utilización del ácido glioxílico en S. 

meliloti. 

Como se mencionó anteriormente cepas deficientes en malato sintasa de R. leguminosarum son 

incapaces de crecer en acetato, probablemente debido a que las rutas antes mencionadas se 

encuentran ausentes en R. leguminosarum, sugiriendo que en S. meliloti las vías propuestas 

podrían funcionar para la utilización del glioxilato en ausencia de malato sintasa. 
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Figura 14. Rutas propuestas para la utilización del glioxilato, en cursiva se indican los 

genes involucrados, en colores se muestran las tres posible vías para la utilización del 

ácido glioxílico en S. meliloti; en verde, malato sintasa; en azul, vía del glicerato; y en 

rojo, vía de la serina glioxilato aminotransferasa. 
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Otra aportación relevante de esta investigación es la demostración de que los genes aceA, 

SMc00767 y glcB se requieren para la utilización de PHB en bacterias simbióticas. 

Rhizobium es habitante normal del suelo por lo tanto posee características metabólicas 

para sobrevivir en condiciones limitantes de carbono. En este sentido el acetil-CoA 

derivado del PHB podría ser utilizado por el ciclo del glioxilato en condiciones de ayuno 

de carbono para la sobrevivencia bacteriana en su ambiente natural. Por otra parte se ha 

observado que  S. meliloti acumula PHB durante su paso por el hilo de infección, sin 

embargo, durante la diferenciación a bacteroide los gránulos de PHB desaparecen, 

implicando que el ciclo del glioxilato podría tener algún papel en esta etapa de la 

simbiosis. Adicionalmente, el ciclo del glioxilato podría estar operando con fuentes de 

carbono provistas por la raíz, ya que se conoce que el frijol secreta grandes cantidades de 

acetato. Finalmente, consideramos que el presente trabajo ha generado información 

relevante sobre una ruta anaplerótica del ciclo de Krebs y que sin duda este trabajo 

constituye un sólido marco de referencia para futuras investigaciones, las cuales nos 

ayudarán a entender de una forma global el metabolismo en bacterias del género 

Rhizobium 
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CONCLUSIONES 

 

Los datos de este trabajo muestran que el gen aceA es necesario para S. meliloti durante el 

crecimiento en acetato y PHB. Contrario a aceA, el gen glcB no es necesario para S. 

meliloti durante el crecimiento en acetato. También se demostró que el gen aceA y el 

ORF SMc00767 de 240pb, forman una unidad transcripcional funcional y que el ORF 

SMc00767, esta involucrado en el metabolismo del acetato actuando como un regulador 

negativo de la transcripción de su propio operón, así como la de los ORF’s SMa2071 

(proteína hipotética), SMb21456 (proteína hipotética), SMb21473 (proteína hipotética 

conservada), SMc00561 (Probable proteína replicativa DNA helicasa, dnaB), SMc00769 

(proteína hipotetica conservada) y SMc00772 (Probable permeasa, sistema transportador 

de putrescina, potH). Por otra parte también se observo que el ciclo del glioxilato no es 

necesario para S. meliloti durante la simbiosis con la leguminosa Medicago sativa ya que 

las mutantes en los genes aceA y glcB nodulan y fijan nitrógeno eficientemente. 
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PERSPECTIVAS 

 

El presente trabajo de investigación revela información relevante sobre el metabolismo 

del carbono en bacterias del género Rhizobium; sin embargo, consideramos de 

importancia la identificación de la ruta metabólica mediante la cual se metaboliza el ácido 

glioxílico en ausencia de la enzima malato sintasa, este objetivo se puede cumplir 

mediante la mutación de los genes de la ruta del glicerato y de la serina glioxilato 

aminotransferasa, los resultados esperados serían que cepas deficientes en estos genes 

fueran incapaces de crecer en acetato como única fuente de carbono.  Otra alternativa que 

podría indicarnos cuales son los genes relevantes para el crecimiento en acetato es la 

mutagénesis al azar en una cepa deficiente en malato sintasa. Adicionalmente, sería 

interesante realizar el metaboloma de S. meliloti en presencia de acetato, esto nos 

indicaría cuales son los compuestos sintetizados en esta condición de crecimiento y nos 

daría una idea de cuales son las enzimas involucradas. Consideramos relevante establecer 

si los genes reprimidos por SMc00767 (SMa2071, SMb21456, SMb21473, SMc00561, 

SMc00769 y SMc00772) identificados en los estudios transcripcionales  pudieran tener 

algún papel en el crecimiento en acetato.  

 

Como una segunda perspectiva de investigación sería interesante determinar el 

mecanismo de regulación que controla la expresión del operón aceA-SMc00767. 

Consideramos relevante determinar si SMc00767 interactúa de manera directa con la 

región promotora de aceA. Si la regulación fuera directa se podrían mutagenizar las zonas 

de pegado y se determinaría el sitio de interacción de SMc00767. Sería interesante 

determinar si las regiones reguladoras de los genes aceA, SMa2071, SMb21456, 

SMb21473, SMc00561, SMc00769 y SMc00772, los cuales son reprimidos por 

SMc00767, poseen algún consenso o algún sitio de reconocimiento para SMc00767.  

Consideramos también importante evaluar si realmente el ciclo del glioxilato opera de 

manera similar en patógenos de humanos o patógenos de plantas. Nuestros datos indican 

que esto podría ocurrir; sin embargo, esta hipótesis requiere ser validada en estudios 

posteriores.  
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