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RESUMEN. 

 Un concepto tradicional de genética bacteriana establece que las funciones metabólicas 

primarias (Procesos químicos que intervienen en forma directa en la supervivencia, crecimiento y 

reproducción de las bacterias) están codificadas en el cromosoma, mientras que los plásmidos, 

codifican funciones que permiten a las bacterias contender con condiciones medio ambientales 

adversas. Excepciones a este concepto se han generado a traves de la eliminación sistemática de 

plásmidos en cepas de Rhizobium etli y Rhizobium leguminosarum. En estas bacterias, la pérdida de 

plásmidos causa una deficiencia de crecimiento en medio rico y medio mínimo (MM), sugiriendo que 

algunas vías metabólicas primarias, o parte de ellas, están presentes en estos replicones. El presente 

trabajo muestra que en el plásmido p42f de R. etli CFN42 están localizados los genes panC y panB 

que codifican para las enzimas pantotenato sintetasa y cetopantoato hidroximetiltransferasa, 

respectivamente. Estas enzimas son indispensables para la síntesis de pantotenato, precursor esencial 

en la biosíntesis de coenzima A (CoA), molécula clave en el metabolismo central de la bacteria. 

Determinamos que la localización de los genes panCB en plásmido solo está conservada entre cepas 

de R. etli y R. leguminosarum, en el resto de los rhizobios los genes panCB están localizados en el 

cromosoma I. La filogenia de 16 rhizobiales inferida con los genes panCB es congruente con la 

filogenia de las especies inferida con 10 genes del genoma "core" de localización cromosomal, lo 

anterior es indicativo de que la presencia de los genes panCB en plásmido se debe a un evento de 

transferencia intragenómica y no provienen de transferencia horizontal. También encontramos que 

una cepa curada del plásmido p42f, complementada con los genes  panCB, katG y oxyR no restaura 

en su totalidad el crecimiento en MM, lo cual implica que, además de la síntesis de pantotenato, 

existen más funciones codificadas en el plásmido p42f requeridas para el crecimiento en MM. El 

fenotipo de mutantes con diferentes deleciones del plásmido p42f nos dan indicios de que en 

diferentes regiones del plásmido p42f hay funciones importantes para el crecimiento en MM.  

Los resultados de este estudio confirman la presencia de funciones metabólicas primarias en 

los plásmidos de algunos rhizobios, apoyan la hipótesis de la cooperación funcional entre replicones y 

refuerzan la hipótesis de que la presencia de genes esenciales en los plásmidos podría ser parte de la 

evolución de estos replicones hacia la formación de cromosomas adicionales. 

La búsqueda del resto de los genes involucrados en la síntesis de pantotenato, nos llevó a 

descubrir que la síntesis del precursor esencial del pantotenato, la β-alanina, se realiza mediante un 

mecanismo diferente en los rhizobios, contrario a lo que se ha establecido principalmente en 

enterobacterias. 
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ABSTRACT. 
A traditional concept in bacterial genetics states that housekeeping genes, those involved in 

basic metabolic functions needed for maintenance of the cell, are encoded in the chromosome, 

whereas genes required for dealing with challenging environmental conditions are located in 

plasmids. In contrast with this concept, the absence of several plasmids in Rhizobium etli and R. 

leguminosarum strains cause a growth deficiency in rich and minimal medium (MM) suggesting the 

presence of primary metabolic functions encoded on these plasmids. The complete genomic sequence 

of R. etli CFN42 predicts the presence of two genes: panC, panB located in the 642-kb plasmid p42f 

of this bacterium, which encode putative pantothenate biosynthesis enzymes, a crucial vitamin for 

coenzyme A (CoA) synthesis. The present study demonstrated that plasmid-borne panCB genes are 

essential for pantothenate biosynthesis. panC and panB mutants were pantothenate auxotroph and the 

complementation with wild-type panCB genes fully restored the ability of these mutants to grow in 

MM. A screening of the location of panCB genes among members of the Rhizobiales order indicates 

that the occurrence of these genes in plasmid is conserved only among different strains of the R. etli 

and R. leguminosarum species. The PanCB phylogeny indicated a common origin for chromosomal 

and plasmid-born PanCB sequences, discarded the role of horizontal gene transfer as the origin of 

plasmid-borne panCB genes, and suggested that these genes may have arrived at plasmids of R. etli 

and R. leguminosarum species through an intragenomic transfer event from chromosome to plasmid. 

Interestingly, panCB genes could not totally restore the ability of plasmid-cured strain 

CFNX186 to grow in MM, which indicates that other important functions for growth in MM are 

encoded in this plasmid. Generation of site-specific deletions of p42f revealed regions required for 

growth of R. etli in MM other than panCB genes. 

Our results confirmed the presence of primary metabolic functions encoded on plasmid p42f, 

support the hypothesis of cooperation among different replicons for basic cellular functions and 

reinforce the hypothesis that state the origin of secondary chromosomes from plasmid harboring 

essential genes.  

In the course of the present research, we noticed that panD gene, encoding the aspartate 1-

decarboxylase enzyme, is absent from the genome of several members of the Rhizobiales including R. 

etli CFN42. This enzyme catalyzes the decarboxylation of aspartate to produce β-alanine an essential 

precursor of pantothenate. Experiments conducted to understand how these bacteria synthesize β-

alanine suggests a novel mechanism of synthesis in some rhizobias. 
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INTRODUCCIÓN. 

Generalidades de los genomas multi-replicón. 

En décadas pasadas, las bacterias fueron consideradas como el grupo de organismos 

más simples y uniformes. Este concepto incluía la organización de su genoma, el cual se 

consideraba invariablemente constituido por un solo cromosoma y algunos plásmidos ambos 

de estructura circular. Este concepto también afirmaba que en el cromosoma estaban 

codificadas las funciones esenciales para la vida de la bacteria y en los plásmidos las 

funciones para la adaptación a condiciones medio ambientales adversas. Sin embargo, la 

continua investigación mediante el uso de nuevas técnicas genéticas y bioquímicas, así como 

la relativamente nueva perspectiva genómica hacia el entendimiento de la biología 

microbiana, ha cambiado radicalmente nuestro concepto acerca de la estructura y 

organización de los genomas procariontes. El desarrollo de la técnica de electroforesis de 

campos pulsados y su aplicación al análisis de los genomas de diversos grupos de bacterias y 

arqueas, permitió el descubrimiento de  novedosas estructuras genómicas como la presencia 

de dos cromosomas circulares en Brucella melitensis (Michaux et al., 1993), Rhodobacter 

sphaeroides (Suwanto y Kaplan, 1989) y Leptospira interrogans (Zuerner et al., 1993); de un 

cromosomas lineal en Borrelia burgdorferi (Ferdows y Barbour, 1989), Rhodococcus 

fascians (Crespi et al., 1992) y Streptomyces lividans (Lin et al., 1993); de un cromosoma 

lineal y uno circular en Agrobacterium tumefaciens (Allardet-Servent et al., 1993); de 21 

plásmidos: 12 lineales y 9 circulares en Borrelia burgdorferi (Barbour y Garon, 1987) así 

como la presencia de mega-plásmidos, mayores a una megabase, en Sinorhizobium meliloti 

(Sobral et al., 1991). La secuenciación masiva de genomas, así como la invaluable 

herramienta que es la base de datos del NCBI, han contribuido de manera importante a 

ampliar nuestra visión de la diversidad genómica bacteriana y nos han enseñado que mientras 
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los simbiontes y parásitos  intracelulares obligados tienden a reducir su  genoma (Moran, 

2002), las bacterias de vida libre tienden a expandirlo y a organizarlo, en muchos casos, en 

múltiples replicones (Jordan et al., 2001). Los análisis tanto in silico como in vitro de las 

funciones codificadas en esos replicones, indican que los genes que codifican para ARNr y 

ARNt así como para algunas enzimas clave de vías metabólicas primarias, es decir, aquellas 

que intervienen en forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproducción de las 

bacterias, están distribuidos en diferentes replicones. Este hallazgo ha llevado a redefinir los 

conceptos de cromosoma y plásmido, a incluir nuevos conceptos como “crómidos” y a 

proponer hipótesis sobre la evolución de los genomas multi-replicón.  

 

Cromosoma I 

A partir del descubrimiento de bacterias que poseen más de un cromosoma, se ha 

adoptado la nomenclatura de cromosoma I, cromosoma II y cromosoma III, y así 

sucesivamente, para distinguirlos. El cromosoma I es, invariablemente, el replicón más 

grande de la célula en todas las bacterias actualmente secuenciadas. Una característica muy 

conservada en los cromosomas I y que los distingue de otros replicones es el origen de 

replicación (oriC), así como los genes que flanquean esta región. Dichos genes son conocidos 

como dnaA, el cual codifica una proteína involucrada en el inicio de la replicación; gidAB, 

que codifica proteínas que participan en la división; thdF, el cual codifica una proteína 

involucrada en la partición, así como el gene dnaN, que codifica para una subunidad de la 

ADN polimerasa. Adicionalmente, el oriC incluye sitios de pegado para la proteína IHF 

(integration host factor) que dobla el ADN y estimula la actividad de desenrrollamiento de la 

proteín DnaA. También están presentes varios sitios de metilación por la DNA adenina 

metiltransferasa (Dam) (MacLellan et al., 2004). Los complejos núcleoproteicos (nucleoides) 
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estudiados en organismos modelo como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Caulobacter 

crescentus y Vibrio cholerae, contienen tanto un origen de replicación (oriC) como una 

región de término de la replicación (terC) (Ghosh et al., 2006; Toro y Shapiro, 2010). 

Casi todos los genomas de las bacterias conocidas actualmente presentan una 

estructura circular, excepto en algunas especies de Borrelia (B. afzelii, B. burgdorferi, B. 

hermsii, B. recurrentis, B. garinii y B. turicatae) y todos los Streptomyces secuenciados (S. 

avermitilis, S. coelicolor, S. griseus y S. scabiei), en donde se ha encontrado un cromosoma I 

lineal. Dado que la estructura circular es predominante entre las bacterias se sugiere que esta 

estructura fue ancestral y que se ha mantenido como forma principal en las bacterias, sin la 

necesidad de mecanismos de replicación requeridos por la bacteria, para conservar los 

extremos en una molécula lineal (Marri et al., 2008). Sin embargo, el hecho de que los 

cromosomas lineales hayan surgido al menos en tres ocasiones durante el curso de la 

evolución bacteriana y estos se encuentren propagados entre los eucariontes, sugiere que esta 

configuración, una vez establecida, puede también conferir alguna o algunas ventajas tales 

como facilitar la recombinación o integración del ADN a partir de las regiones teloméricas 

(Marri et al., 2008; Chaconas y Kobryn, 2010). Para demostrar si esta hipótesis es cierta, 

Marri y colaboradores estudiaron el efecto de la geometría del cromosoma sobre la 

diversidad genética y la recombinación. Analizaron la variación de secuencias en 18 cepas de 

A. tumefaciens biovar I que poseen dos cromosomas, uno lineal y uno circular. Los resultados 

de esa investigación indicaron que los cromosomas lineales no presentan niveles más altos de 

diversidad genética y recombinación (Marri et al., 2008).  

Las moléculas de ADN lineal también pueden proveer estabilidad a las secuencias de 

ADN que son inestables en moléculas superenrrolladas (Chaconas y Kobryn, 2010).  
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En los cromosomas I de todas las bacterias secuenciadas a la fecha están presentes la 

mayoría de los genes esenciales para la vida de la bacteria, es decir aquellos genes 

indispensables bajo cualquier condición ambiental como los involucrados en la replicación, 

transcripción y traducción del ADN. En este replicón también están codificadas la mayoría 

de las enzimas de las vías metabólicas centrales. 

Designar y definir genes esenciales no siempre es una tarea fácil, pues dicha 

definición es un tema que se encuentra en constante debate, dado que las condiciones en las 

cuales se crecen los microorganismos para su estudio son condiciones de laboratorio 

plenamente controladas. Debido a que los organismos en la naturaleza, a diferencia de las 

condiciones de laboratorio, se encuentran expuestos a diferentes presiones y estreses tanto 

ambientales como nutricionales, el concepto de gene esencial se ha ampliado para incluir 

diferentes condiciones ambientales (Gerdes et al., 2006; D’ Elia et al., 2009). El hecho de 

que los cromosomas I sean el reservorio principal de genes esenciales, no significa que todos 

los genes que posee lo sean. Para identificar los genes esenciales en un organismo se han 

seguido, principalmente, dos estrategias. Una de ellas involucra la mutagénesis en cada uno 

de los genes potenciales del organismo y esto lleva a la definición de un gene esencial como 

aquel en donde no es posible obtener una mutación nula en el medio definido para el 

organismo. Con los resultados de estos análisis a lo largo de varios genomas en diferentes 

organismos ha sido posible la creación de una base de datos de genes esenciales (Zhang et 

al., 2004; Zhang y Lin, 2009) conocida como DEG, por sus siglas en inglés (Database of 

Essential Genes). La segunda estrategia que se ha empleado, aunque en menos organismos, 

consiste en deleciones programadas realizadas sobre diferentes regiones del genoma. Con 

esta técnica, ha sido posible reducir el cromosoma de por lo menos tres organismos 

diferentes: E. coli, B. subtilis y Corynebacterium glutamicum, en un porcentaje que va desde 
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el 5 hasta el 30% del genoma; sin embargo, la redundancia funcional entre los genes 

eliminados ha limitado la obtención de deleciones mayores (Suzuki et al., 2008).  

Por lo general, cada célula bacteriana posee una sola copia del cromosoma I. Sin 

embargo, en algunos casos se ha reportado poliploidía, pero esto es debido a la fase de 

crecimiento en las cuales se encuentra el organismo en condiciones de laboratorio. Por 

ejemplo, Deinococcus radiodurans posee de 4 a 10 copias de su cromosoma dependiendo de 

la fase de crecimiento (White et al., 1999) y Azotobacter vinelandii que puede tener más de 

40 copias por célula durante la fase exponencial tardía y más de 80 cromosomas por célula 

durante la fase estacionaria temprana (Maldonado et al., 1994). Aun cuando los datos 

anteriores parezcan sorprendentes, la bacteria, Gram-positiva Epulopiscium fishelsoni, que 

tiene una relación simbiótica con peces de la familia Acanthuridae, presenta una ploidía que 

puede variar de 1 a 2000, dependiendo del ciclo circadiano. Este ciclo consiste en lo 

siguiente: en la mañana una célula bacteriana madre con dos descendientes internas y 

pequeñas, las cuales incrementan su tamaño durante el día hasta llenar el citoplasma de la 

célula madre y finalmente emergen de la madre (Bresler et al., 1998; Mendell et al., 2008). 

El significado de ésta poliploidía puede ser considerada con respecto a dos atributos de esta 

bacteria: su biología nutricional como un simbionte, y su extraordinario tamaño (Mendell et 

al., 2008). La poliploidía proporciona recursos para soportar un rápido crecimiento y 

división, especialización celular y adaptación, y puede aumetar la reparación de lesiones en el 

genoma (Rosenberg y Hastings, 2004). En algunas bacterias, la poliploidía va de la mano 

tanto con la adaptación metabólica, como con la diferenciación simbionte (Komaki e 

Ishikawa, 2000). Buchnera aphidicola, la proteobacteria simbionte de áfidos contiene, en 

promedio, 120 copias de su cromosoma, y ésta expansión de recursos genéticos se relaciona 

con la demanda del áfido por biomoléculas esenciales proporcionadas por Buchnera 
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(Komami e Ishikawa, 2000; Latorre et al., 2005). Por lo tanto, un factor que puede favorecer 

la poliploidía en Epulopiscium es la presión de selección por la evolución de una relación 

simbiótica que contribuye al metabolismo del hospedero (Mendell et al., 2008). Esta 

variación en ploidía observada en Epulopiscium, supera a las demás observadas en cualquier 

organismo, aun en los mismos eucariontes (Bendich y Drlica, 2000). 

El genoma bacteriano refleja las estrategias de adaptación a través de la tendencia en 

el uso de nucleótidos encontrados en la composición del cromosoma. La selección en contra 

del alto contenido de G + C es debida al alto costo energético en la síntesis de GTP y CTP, lo 

cual resulta en una tendencia hacia AT ya que esto brinda una ventaja selectiva. (Mann y 

Chen, 2010). Por la tanto, el contenido de G + C esta íntimamente relacionado con el estilo 

de vida, así como con los nichos ecológicos de los microorganismos. Existe una observación 

general, en la cual, los genomas de mayor tamaño en organismos de vida libre poseen un alto 

contenido de G + C, tal vez como resultado de ambientes más variados y complejos que los 

genomas de menor tamaño, que se encuentran en organismos que habitan en ambientes de 

escasos nutrientes con la finalidad de reducir el gasto energético que implica la replicación 

(Mann y Chen, 2010).  

La hipótesis evolutiva mejor apoyada respecto al origen del cromosoma I, fue 

formulada por Thomas en 2004, en ella se propone que en el proceso de generación del 

cromosoma bacteriano, diferentes replicones se separarían y fusionarían repetidamente dando 

como resultado una combinación de genes. Aquellas combinaciones que contenían genes 

esenciales o cuya pérdida llevaba a la muerte de la bacteria, se convirtieron en cromosomas, 

mientras que los otros replicones que sobrevivieron se convirtieron en plásmidos. La 

competencia entre las bacterias parece haber favorecido la generación de uno o unos pocos 

cromosomas que incluían poco ADN no codificante (Thomas, 2004). Sin embargo, lo que 
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hoy en día podemos observar con la secuenciación de distintos genomas, es que, a pesar de 

que existe colinearidad (sintenia) entre los cromosomas de bacterias relacionadas, también 

existen diferentes patrones de la organización del genoma bacteriano. 

 

Cromosomas II y III 

Por décadas se pensó que todos los genomas bacterianos poseían un solo cromosoma 

indispensable y plásmidos dispensables (Krawiec y Riley, 1990). Sin embargo, hace dos 

décadas, aproximadamente, un segundo replicón con genes esenciales fue descubierto en la 

alfaproteobacteria Rhodobacter sphaeroides (Suwanto y Kaplan, 1989). Este replicón fue 

llamado cromosoma II debido a la presencia de genes esenciales para el crecimiento: dos 

copias de los genes que codifican para ARNr (rrnB y rrnC), el gene para la gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (gapB) y el gene para la ácido δ-aminolevulínico sintasa (hemT). 

Desde entonces, se han identificado replicones con propiedades similares en un gran número 

bacterias principalmente en α, β y γ proteobacterias (Tabla 1). Agrobacterium tumefaciens es 

un caso excepcional ya que posee un cromosoma I circular y un cromosoma II lineal además 

de dos plásmidos (Allardet-Servent et al., 1993). Sinorhizobium meliloti  posee un 

cromosoma circular y dos plásmidos de gran tamaño (Sobral et al., 1991). Uno de ellos 

(pSymB) pudiera ser un cromosoma II ya que contiene la única copia del gen que codifica 

para el tARN específico para el codón de arginina, el segundo más frecuentemente utilizado 

para este aminoácido (MacLellan et al., 2004). En bacterias del género Vibrio se han 

encontrado dos cromosomas circulares, siendo el cromosoma II el más variado en cuanto al 

tamaño y contenido de genes (Okada et al., 2005). Se ha observado que cada cromosoma de 

V. cholerae tiene un posible papel que actúa de acuerdo a las condiciones de crecimiento, ya 

que existe una expresión más alta de genes del cromosoma I para el crecimiento en 
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condiciones de laboratorio. Por el contrario, los genes que se encuentran en el cromosoma II 

se expresan a niveles mas altos cuando V. cholerae se encuentra en condiciones de 

crecimiento en el intestino del conejo (Xu et al., 2003). 

 A diferencia de los organismos eucariontes, los cuales inician la replicación de sus 

cromosomas por un solo mecanismo, los procariontes multi-replicón poseen mecanismos 

diferentes de replicación, los cuales pueden ser independientes o dependientes de DnaA 

como proteína de inicio de la replicación. Como se mencionó anteriormente, la replicación 

del cromosoma I es muy parecida al modelo propuesto para E. coli la cual inicia en una 

región denominada oriC y conserva sitios para el pegado de DnaA, IHF y Dam. En contraste, 

la replicación del cromosoma II de la mayoría de las bacterias se lleva a cabo mediante los 

productos de los genes repABC, los cuales, recordemos, son característicos de la replicación 

de plásmidos. En el sistema repABC, la proteína de inicio de la replicación es RepC, mientras 

que RepAB se encargan de la segregación; a cargo de la regulación de este proceso se 

encuentra un ARN pequeño codificado entre repB y repC (Wood et al., 2001; Cevallos et al., 

2008). De esta manera el tener mecanismos diferentes de replicación entre ambos 

cromosomas evita la competencia por la replicación entre ellos mismos (Egan et al., 2005). 

Un ejemplo, el cual es dependiente de DnaA se encuentra en el cromosoma II de V. cholerae, 

el cual posee un origen de replicación distinto al oriC de E. coli y se replica a través de dos 

genes rctAB, siendo RctB la proteína que se une al origen de replicación; y RctA el ARN que 

controla la replicación y adicionalmente una región inc que actúa en la incompatibilidad de 

este sistema. Aunque este sistema es de tipo plásmido, no es independiente de la replicación 

del cromosoma I ya que se necesita la presencia de DnaA y Dam (DNA adenina 

metiltransferasa) para su replicación, ambos factores modulan la autorepresión de RctB, así, 

existe una coordinación en la replicación de ambos cromosomas (Egan y Waldor, 2003; 
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Duigou et al., 2006). Al parecer, en organismos multicromosomales, resulta favorable poseer 

dos sistemas diferentes de replicación, ya que permite un cierto grado de coordinación del 

proceso de replicación, y se minimiza la competencia e incompatibilidad entre los dos 

replicones (Egan y Waldor, 2003). 

La segregación de los cromosomas I y II, se lleva a cabo mediante mecanismos 

diferentes. Se ha observado  en V. cholerae  que al término de la replicación de ambos 

cromosomas, cada uno se encuentra en posiciones subcelulares diferentes. Ambos 

cromosomas son segregados mediante los productos de los genes parAB. El cromosoma I 

sigue una segregación asimétrica desde un polo de la célula hacia el otro. Mientras que el 

cromosoma II sigue una segregación simétrica del centro de la célula madre al centro de las 

células hijas. El proceso se realiza de manera independiente y el cromosoma II se agrega más 

tarde durante el ciclo celular (Yamaichi et al., 2007; Thanbichler y Shapiro, 2008). En el caso 

de la segregación de replicones que poseen un sistema repABC, como el de A. tumefaciens, 

se ha observado que a diferencia de otros sistemas tipo plásmido, estos son segregados hacia 

los polos de la célula de igual manera que el cromosoma I asegurando así su permanencia en 

la célula (Kahng y Shapiro, 2003). 

Con la secuenciación y anotación de genomas completos se hace evidente la 

cooperación funcional de ambos replicones, lo cual lleva a una interdependencia metabólica 

de ambos, pues los genes que codifican una vía metabólica completa se distribuyen entre los 

dos replicones (MacLellan et al., 2004). Sin embargo, la mayoría de los genes esenciales para 

los procesos básicos de la vida están principalmente localizados en el cromosoma I. Los 

cromosomas II poseen unos cuantos genes esenciales, así como genes que pudieran ser parte 

de vías o procesos para adecuación a diferentes ambientes y nichos (Egan et al., 2005). 
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Tanto en el cromosoma I como en el II de V. cholerae, existen sistemas toxina-

antitoxina (TA). Existe controversia en cuanto a la fisiología de estos sistemas en los 

cromosomas, ya que estos sistemas presentes en plásmidos aseguran la permanencia del 

replicón. Sin embargo, se ha sugerido que estos sistemas podrían ser herramientas 

apoptóticas bajo condiciones de privación de nutrientes, en donde la muerte de una parte de 

los individuos puede proveer alimentación para los individuos que sobreviven (Hu et al., 

2010). También, estos sistemas pueden evitar que se extienda la infección de fagos y 

mantener la estabilidad genómica a través de la eliminación de las células mutantes (Hu et 

al., 2010). Algunos estudios realizados con los sistemas TA (codificados por los genes 

parDE) presentes en el cromosoma II de V. cholerae, demuestran que la toxina (parE) 

provoca daño al ADN, induce la respuesta SOS y bloquea la división celular. Finalmente la 

toxina degrada al cromosoma I en aquellas células que han perdido el cromosoma II; de esta 

manera, se perpetúa la presencia de ambos cromosomas en el genoma de V. cholerae (Yuan 

et al., 2011). 

La composición nucleotídica de los cromosomas II no difiere con respecto a las de los 

cromosomas I. Se ha observado que la diferencia de contenido de G + C entre cromosomas I 

y II es de aproximadamente el 2%, esto indica que existe una relación que ha perdurado a lo 

largo del tiempo entre ambos cromosomas (Bavishi et al., 2010). Dicha asociación evolutiva 

entre cromosoma I y II podría sugerir, no solo que ambos contienen genes esenciales, sino 

que también el cromosoma II  puede tener un papel importante más allá de lo que se podía 

considerar tiempo atrás (Bavishi et al., 2010). Al igual que la estructura de los cromosomas I, 

los cuales son, en su mayoría circulares y algunos lineales, los cromosomas secundarios 

también son circulares en su mayoría con solo dos casos lineales (Tabla 1). 
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Se han propuesto dos ideas acerca del origen de los cromosomas II. La primera 

sugiere que se originaron de un plásmido que ganó genes esenciales. El segundo escenario, 

sugiere que los cromosomas secundarios se originaron de un cromosoma ancestral el cual se 

dividió y dio lugar a una segunda molécula con un origen de replicación (Jumas-Bilak et al., 

1998; Egan et al., 2005). Para el primer escenario, existen algunas evidencias que lo 

soportan, esto es debido a que miembros de las alfaproteobacterias poseen sistemas de 

replicación tipo plásmido en los cromosomas II, además existen eventos de translocación del 

cromosoma I al cromosoma secundario (Slater et al., 2009; Wattam et al., 2009). De acuerdo 

a este modelo, un plásmido ancestral con sistema de replicación tipo repABC, adquiere 

grupos de genes esenciales mediante transferencia intragenómica, del cromosoma I; o 

intergenómica, mediante transferencia horizontal de genes. Esta información adquirida por 

cualquiera de los medios antes descritos, puede reintegrarse al cromosoma I o permanecer 

como segundo replicón, estableciéndose con el tiempo como un cromosoma II (Figura 1, 

Slater et al., 2009). El segundo escenario tiene como soporte las duplicaciones de fragmentos 

del genoma que ocurren entre secuencias repetidas. Un segundo evento de recombinación 

intracromosomal dentro de la región duplicada, podría resultar en la formación de dos 

replicones estables si ambos contienen un origen de replicación, uno de los cuales podría 

haber sido adquirido por transferencia lateral (Jumas-Bilak et al., 1998 a y b). En apoyo a 

esta hipótesis es importante mencionar la división artificial del cromosoma de Bacillus 

subtilis en dos replicones estables (Itaya y Tanaka, 1997). En este estudio, mediante 

recombinación homóloga entre dos secuencias repetidas de 560 bp que fueron introducidas al 

cromosoma junto con un origen de replicación, se encontró que un segmento de DNA 

genómico de esta bacteria puede ser cortado y se replica como un replicón independiente, y 
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su presencia es importante para el crecimiento celular de la bacteria que lo porta (Itaya y 

Tanaka. 1997).  

La evolución de los cromosomas II ha sido recientemente explorada (Bavishi et al., 

2010). En este trabajo, los autores emplean numerosos enfoques independientes con la 

finalidad de medir el grado de divergencia del cromosoma I y II dentro y entre diferentes 

especies bacterianas. Aunque el cromosoma II, es más pequeño que el cromosoma I en todos 

los organismos evaluados, su tamaño es variable en proporción al cromosoma I. Incluso entre 

cepas, el tamaño del cromosoma I y II varia de manera substancial. La diferencia mínima en 

cuanto al tamaño del cromosoma I y II entre los organismos utilizados en este análisis ocurre 

en B. suis ATCC 23445, con una diferencia de ~523 kb, siendo el cromosoma I ~57.8% del 

total del genoma. La diferencia máxima del tamaño entre el cromosoma I y II ocurre en R. 

sphaeroides, con una diferencia de ~2.24 Mb, siendo el cromosoma I ~77.2% del genoma 

total (Bavishi et al., 2010). La divergencia de los cromosomas depende de la tasa de 

mutación y recombinación, de la transferencia horizontal de genes (HGT) y de la selección 

ecológica entre las bacterias (Bavishi et al., 2010). 

La ventaja de poseer más de un cromosoma no está del todo clara, pues no existe una 

relación obvia entre el tamaño del genoma y la presencia de cromosomas múltiples, ya que 

los genomas de procariontes varían de manera considerable en tamaño sin relación con la 

estructura cromosomal. Una posibilidad es que el tiempo de replicación del genoma es menor 

al tener dos cromosomas que al tener solo uno, pues se ha observado una reducción en el 

crecimiento en un medio mínimo de una cepa de S. meliloti la cual posee un solo cromosoma, 

resultado de la integración de sus tres replicones, esto es debido quizás al aumento en el 

tiempo de replicación de un solo cromosoma. La identificación de un segundo cromosoma 

puede realizarse determinando si este replicón se requiere para el crecimiento normal de la 
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célula, lo que implica que dicho replicón contiene uno o más genes necesarios para la 

supervivencia de la célula bacteriana (Krawiec y Riley, 1990). Los genes identificados han 

sido principalmente genes que codifican para ARNs ribosomales y de transferencia; en 

algunos casos, los cuales representan la minoría, se han identificado genes que codifican para 

otras funciones implicadas en metabolismo y que probablemente sean requeridos para la 

viabilidad de la célula (Gao y Chen, 2010). 

 Recientemente, con la secuenciación de miembros del complejo Burkholderia cepacia 

(BCC, por sus siglas en inglés), que incluyen cepas de biorremediación y biocontrol, así 

como patógenos de plantas, animales y humanos (Mahenthiralingam et al., 2005), se ha 

observado que dichos miembros poseen tres cromosomas los cuales han sido nombrados 

como tal, ya que contienen tanto tARN´s, como rARN´s (Holden et al., 2009). En el caso de 

B. cenocepacia J2315, el genoma está compuesto por tres cromosomas circulares I, II, y III 

de 3.87, 3.21 y 0.875 Mb, respectivamente, cuyo contenido de G + C es similar entre ellos. 

Los cromosomas CI, CII y CIII contienen 4, 1 y 1 rARN´s en cada cromosoma, por otro lado, 

CI, CII y CIII contienen 66, 6 y 2 tARN´s, respectivamente (Holden et al., 2009).  

 

Plásmidos. 

Los genomas procariontes, por lo general, incluyen elementos extracromosomales o 

plásmidos, los cuales tienen la capacidad de replicarse de forma autónoma, así como de 

beneficiar a la bacteria en la adaptación a ambientes especializados, además de conferir 

resistencia a antibióticos y poseer genes de virulencia, resistencia a metales pesados, o vías 

metabólicas que le proporcionan la capacidad de poblar distintos nichos (del Solar et al., 

1998). Por lo general no contienen genes esenciales y se consideran dispensables para la vida 

celular bajo condiciones controladas de crecimiento (Thomas, 2004).  
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Tener ciertos genes en plásmidos podría permitir que las bacterias que portan dichos 

elementos sean capaces de sobrevivir en una mayor diversidad de ambientes sin la carga de 

un cromosoma más grande, es decir, las bacterias deben ser capaces de dividirse rápidamente 

bajo ciertas condiciones para obtener una ventaja selectiva, el poseer cromosomas más 

pequeños podría permitir que estas bacterias se repliquen con mayor rapidez que si tuvieran 

cromosomas mayores. Aunado a esto, los plásmidos pueden ser distribuidos entre diferentes 

miembros de la población ya que son más fáciles de dispersar de una cepa a otra, permitiendo 

a  las bacterias habitar muchos más nichos ecológicos, lo que contribuye a que dichas  

bacterias y al mismo tiempo el o los plásmidos prevalezcan con mayor éxito (Thomas, 2004). 

La evolución de los plásmidos no esta separada de la historia evolutiva de los 

cromosomas, ya que los replicones que no se integraron al cromosoma se mantuvieron como 

plásmidos. Estos elementos, de manera ideal, no deben ser eliminados por segregación, y 

además, deben de ser capaces de dispersarse entre otras bacterias. Algunos plásmidos pueden 

tener una alta estabilidad segregacional, la cual depende de un sistema eficiente de 

replicación, un mecanismo de control del número de copias, asegurando la segregación de 

manera eficaz. Debido a lo anterior, algunos de los genes que se encuentran en los plásmidos 

codifican proteínas involucradas en la resolución de multímeros y sistemas de partición 

activa, los cuales son claves para la estabilidad del plásmido (Thomas, 2004).  

Contrario a los que sucede con el cromosoma, la replicación de los plásmidos no está 

acoplada al ciclo celular ni a la replicación del cromosoma, sino es más bien una replicación 

controlada de manera autónoma por mecanismos que responden al número de copias. A 

diferencia del cromosoma, la replicación de un plásmido puede iniciarse varias veces durante 

el ciclo celular de la bacteria (del Solar et al., 1998). La segregación de plásmidos asegura la 

permanencia del plásmido en la célula. Los procesos de segregación de plásmidos se llevan a 
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cabo mediante la intervención de proteínas que son de tipo actina, tipo tubulina y parA, las 

cuales llevan a cabo un proceso análogo a la segregación de los cromosomas eucariontes 

durante la mitosis (Ghosh et al., 2006; Gerdes et al., 2010).  

En general, la estrategia que usan las bacterias para mantener los plásmidos es a 

través de los sistemas de estabilidad post-segregacional, llamados sistemas toxina-antitoxina 

(TA), los cuales involucran un proteína estable (toxina) y una antitoxina inestable, la cual 

puede ser una proteína o un ARN antisentido. De tal manera que si la célula pierde el 

plásmido y con ello los genes que codifican para la toxina y antitoxina, la biosíntesis de 

ambos se detiene; al ser la antitoxina de vida media más corta no es capaz de neutralizar la 

toxina de vida larga, lo que provoca la muerte celular. Existe una amplia variación de los 

sistemas TA, ya que estos pueden actuar como mediadores de la respuesta a estrés y de 

muerte celular programada, en la generación de células tolerantes conocidas como 

“persisters”, las cuales son variantes en estado latente que son altamente resistentes a 

antibióticos sin que posean los genes para la resistencia a estos (Lewis, 2010). El sistema TA 

también está involucrado en desarrollo celular y estabilización de regiones dispensables (Hu 

et al., 2010). Los sistemas TA no son exclusivos de plásmidos, ya que también se encuentran 

en cromosomas, donde muestran un perfil filogenético mucho más complejo y su papel 

funcional no está del todo entendido (Hu et al., 2010; Yuan et al., 2011). 

 

Megaplásmidos y crómidos. 

Con mayor frecuencia encontramos en la literatura el término megaplásmido para 

hacer referencia al o los componentes genómicos de ADN que forman parte del genoma total, 

pero que su tamaño es menor al de un cromosoma I. Si un replicón debe recibir el 

sobrenombre megaplásmido no va más allá del deseo de armonizar la terminología. Algunos 
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megaplásmidos llegan a medir mucho más que los cromosomas primarios de algunas 

bacterias con genomas reducidos. Sin embargo, una connotación asociada con el término 

megaplásmido es que el replicón tiene una contribución genética y bioquímica, que no 

necesariamente es esencial, a la fisiología de un organismo (MacLellan et al., 2004).  

Hoy en día, se conocen un gran número de organismos que poseen megaplásmidos 

(Tabla 2, * El tamaño considerado para megaplásmidos es ≥ 0.25 Mb). Los genes que se 

encuentran en los megaplásmidos contribuyen a expandir la versatilidad catabólica o pueden 

afectar la adecuación de algún organismo. Los genes que codifican productos tales como 

sistemas de transporte, reguladores transcripcionales y aquellos que podrían participar en la 

degradación de compuestos que se encuentran en la naturaleza se incluyen en esta categoría 

(MacLellan et al., 2004). Aproximadamente, en 82 genomas secuenciados se reporta la 

presencia de megaplásmidos, las bacterias que presentan estas estructuras genómicas tienen 

estilos de vida diferentes y cerca de un 15% de las bacterias cuyos genomas contienen 

megaplásmidos se incluyen en aquellas que guardan una estrecha relación con diferentes 

especies eucariontes (Harrison et al., 2010). De igual manera, en estos elementos genéticos 

encontramos genes relacionados a simbiosis y patogénesis, así como genes que confieren, en 

general, adaptación a diferentes nichos especializados (MacLellan et al., 2004).  

En el caso de los rhizobios, se han encontrado numerosos genes considerados como 

parte del “genoma core”, los cuales se localizan en alguno o algunos de los megaplásmidos 

que forman parte del genoma de dichas bacterias. Algunos de estos genes son copias de 

genes que se localizan también en el cromosoma, con funciones redundantes, las cuales son 

dispensables para un crecimiento normal, por ejemplo, las copias múltiples de los genes que 

codifican para el sistema de chaperonas groEL/groES (Bittner et al., 2007; Rodríguez-

Quiñones et al., 2005), dos copias de genes tpiA; los cuales codifican una probable enzima 
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triosa fosfato isomerasa, una enzima clave del metabolismo de carbono (Young et al., 2006; 

González et al., 2006; Yost et al., 2006); así como dos probables enzimas asparagino 

sintetasas (asnO y asnB), en el plásmido pSymB de S. meliloti, las cuales podrían estar 

involucradas en la síntesis de asparagina a partir de aspartato mediante la amidación 

dependiente de ATP (Finan et al., 2001).  

Recientemente se ha propuesto el término “crómido” (Harrison et al., 2010), con la 

finalidad de describir a los cromosomas II,  III y algunos plásmidos con genes esenciales y 

reafirmar que las bacterias tienen solo un cromosoma. Harrison y colaboradores proponen 

tres criterios, que en combinación, según los autores, distinguen a los crómidos de los 

cromosomas y plásmidos: Los crómidos tienen sistemas de replicación y de segregación del 

tipo de los plásmidos, y tienen una composición nucleotídica similar a la del cromosoma de 

la bacteria. Los  crómidos portan algunos genes que por lo general tienen una localización 

cromosomal en otras especies, y son, por lo general, más grandes que los plásmidos que 

forman parte del genoma, pero son mas pequeños que el cromosoma, y portan muchos genes 

con una distribución filogenética restringida o esporádica (Harrison et al., 2010). A la fecha 

se reconocen 82 genomas con crómidos, los cuales pertenecen principalmente al fila 

Proteobacteria (alfa: Agrobacterium, Brucella, Ochrobactrum, Paracoccus, Rhizobium, 

Rhodobacter, Silicibacter, Sinorhizobium; beta: Burkholderia, Cupriavidus, Ralstonia, 

Variovorax; gama: Aliivibrio, Photobacterium, Pseudoalteromonas, Vibrio), sin embargo, 

hay organismos representativos de Deinococcus-Thermus (Deinococcus), Spirochaetes 

(Leptospira) y Cianobacteria (Cyanothece) (Harrison et al., 2010). Estos organismos tienen 

estilos de vida totalmente diferentes, aunque la mayoría están asociados con animales o 

plantas, como patógenos o como simbiontes. Algunos crómidos adicionales de menor tamaño 
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están presentes en los genomas de Paracoccus denitrificans, en cuatro especies de Rhizobium 

secuenciadas y algunas Burkholderia (Harrison et al., 2010).  

 Sin embargo, queda claro que la dificultad para asignar un nombre a los replicones 

bacterianos nos refleja la alta complejidad de la organización del genoma en estos 

organismos. 

TABLA 1. Cromosomas adicionales en Bacterias y Archaea. 
Grupo Organismo Tamaño 

(Mb) 
Sistema de 
replicación 

rARN tARN 

CROMOSOMAS II     
 Agrobacterium tumefaciens C58 2.07 lineal repABC 6 15 
 Agrobacterium vitis 1.28 repABC 6 7 
 Asticcacaulis exentricus CB 48 1.31 repA/dnaA 6 27 
 Brucella abortus S19 1.16 repC 3 14 
 Brucella abortus bv. 1 str. 9-941 1.16 repABC 3 14 
 Brucella canis ATCC 23365 1.2 repAC 4 14 
 Brucella melitensis ATCC23457 1.18 repC 4 14 
 Brucella melitensis bv. Abortus 2308 1.15 repC 3 14 
α-Proteobacteria Brucella melitensis bv. 1 str. 16M 1.17 repABC 4 14 
 Brucella microti CCM 4915 1.22 repABC 3 14 
 Brucella ovis ATCC 25840 1.16 repABC 3 14 
 Brucella suis 1330 1.2 repABC 3 14 
 Brucella suis ATCC 23445 1.4 parB-like 7 19 
 Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 1.89 repABC 6 16 
 Paracoccus denitrificans PD1222 1.73 dnaA, repA 3 0 
 Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 0.94 parAB, repA 6 12 
 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029 1.21 dnaA, repA 9 17 
 Rhodobacter sphaeroides KD 131 1.29 dnaA, repA 9 16 
 Sphingobium japonicum UT26S 0.68 repA 6 4 
 Burkholderia cepacia AMMD 2.64 parB-like, parF 3 6 
 Burkholderia ambifaria MC40-6 2.76 parB-like 3 6 
 Burkholderia cenocepacia AU 1054 2.78 parB-like, parF 3 5 
 Burkholderia cenocepacia HI2424 2.99 parB-like 3 5 
 Burkholderia cenocepacia J2315 3.21 parAB 3 6 
 Burkholderia cenocepacia MC0-3 3.21 parB-like 3 5 
 Burkholderia glumae BGR1 2.82 repAC 6 8 
 Burkholderia mallei ATCC 23344 2.32 repC 6 9 
 Burkholderia mallei NCTC 10229 2.28 repC 6 9 
 Burkholderia mallei NCTC 10247 2.35 repC 6 10 
 Burkholderia mallei SAVP1 1.73 repC 4 6 
 Burkholderia multivorans ATCC 17616 2.47 parAB, repA 3 5 
 Burkholderia phymatum STM815 2.69 parB, repC 4 5 
 Burkholderia phytofirmans Pajn 3.62 parAB 9 8 
β-Proteobacteria Burkholderia pseudomallei 1106 3.1 repC 3 7 
 Burkholderia pseudomallei 1710 3.18 parAB, repC 3 7 
 Burkholderia pseudomallei 668 3.12 repC 3 7 
 Burkholderia pseudomallei K96234 3.17 parAB, repC 3 8 
 Burkholderia sp 383 3.58 parB-like, parF 3 5 
 Burkholderia sp CCGE1002 2.59 parB-like, repB 12 15 
 Burkholderia sp CCGE 1003 2.96 parB-like, repB 9 8 
 Burkholderia thailandensis E264 2.91 parAB, repC 4 6 
 Burkholderia vietnamensis G4 2.41 parB-like 3 4 
 Burkholderia xenovorans LB400 3.36 parBF, rep 9 8 
 Cupriavidus taiwanensis str. LMG19424 2.5 repA2 6 6 
 Ralstonia eutropha H16 2.91 repA 6 7 
 Ralstonia eutropha JMP134 2.72 repA 9 11 
 Ralstonia pickettii 12D 1.32 repA 4 4 
 Ralstonia pickettii 12J 1.3 repA 3 4 



24 
 

β-Proteobacteria Variovorax paradoxus S110 1.12 rep3 0 15 
(continuación) Allivibrio salmonocida LFI1238 1.2 parA, sopB 3 12 
 Photobacterium profundum SS9 2.23 - 4 19 
 Vibrio cholerae M66-2 1.04 parB 0 4 
 Vibrio cholerae MJ-1236 1.08 rstAB 0 4 
 Vibrio cholerae O1 bv eltor str. N16961 1.07 parB 0 4 
 Vibrio cholerae O395 3.02 dnaA, cri-1 25 92 
 Vibrio fischeri ES114 1.33 rstAB 3 8 
γ-Proteobacteria Vibrio fischeri MJ11 1.41 parAB 3 11 
 Vibrio harveyi ATCC BAA-1116 2.20 rstA 3 16 
 Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 1.87 rstA 3 14 
 Vibrio sp Ex25 1.82 rstA 3 13 
 Vibrio splendidus LGP32 1.67 parAB 4 17 
 Vibrio vulnificus CMCP6 1.84 parAB 3 13 
 Vibrio vulnificus YJ016 1.85 parAB 3 12 
Firmicutes Butyrivibrio proteoclasticus B316 0.3 repB1 6 2 
Deinococcus-
Thermus 

Deinococcus radiodurans R1 0.41 parAB 0 1 

Bacteroidetes Prevotella melaninogenica ATCC 25845 1.37 dnaA 4 12 
Cloroflexi Sphaerobacter thermphilus DSM 20745 1.25 parAB 3 3 
Arquea Haloarcula marismortui ATCC 43049 0.288 parA5, parA3 3 1 
 Halorubrum lacusprofundi 0.525 orc1/cdc6 3 1 

CROMOSOMAS III     
 Burkholderia cepacia AMMD 1.28 parB-like 3 2 
 Burkholderia ambifaria MC40-6 1.12 parB-like 3 2 
 Burkholderia cenocepacia AU 1054 1.19 parB-like, repN 3 16 
 Burkholderia cenocepacia HI2424 1.05 parB-like 3 2 
 Burkholderia cenocepacia J2315 0.87 parA-like 3 2 
β-Proteobacteria Burkholderia cenocepacia MC0-3 1.22 parB-like 3 2 
 Burkholderia multivorans ATCC 17616 0.91 parAB, repA 3 2 
 Burkholderia sp 383 1.39 parBF 3 2 
 Burkholderia sp CCGE1002 1.28 parB 0 2 
 Burkholderia vietnamensis G4 1.24 parBF 3 2 
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TABLA 2. Megaplásmidos en bacterias y arqueas * 
Grupo Organismo  Plásmido Tamaño 

Kb 
rARN tARN 

 Agrobacterium radiobacter K84 pATK84c 338.69 - - 
 Agrobacterium tumefaciens C58 pAt 542.86 - - 
 Agrobacterium vitis pATS4e 631.77 - - 
  pTiS4 258.82 - 1 
 Azospirillum sp B510 pAB510a 1451.1 11 14 
  pAB510b 723.77 3 2 
  pAB510c 681.72 3 3 
  pAB510d 628.83 - 6 
  pAB510e 537.29 3 9 
  pAB510f 261.59 - - 
 Chelativorans sp BNC1 p1 343.93 - 4 
 Ketogulonicigenium vulgare Y25 pYP1 268.67 3 3 
 Mesorhizobium ciceri WSM1271 pMESCI01 425.53 - - 
 Mesorhizobium loti MAF 303099 pMLa 351.91 - - 
 Methylobacterium chlorometanicum CM4 pMCHL01 380.2 - - 
 Methylobacterium extorquens AM1 Megaplasmid 1261.46 - 6 
 Methylobacterium nodulans ORS 2060 pMNOD01 487.73 - 2 
  pMNOD02 458.07 - - 
 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831 pMRAD01 586.16 6 1 
α-Proteobacteria Nitrobacter hamburgensis X14 p1 294.82 - - 
 Novosphingobium aromaticivorans DSM12444 pNL2 487.26 - - 
 Paracoccus denitrificans PD 1222 p1 653.81 - - 
 Phenylobacterium zucineum HLK1 Megaplasmid 382.97 - - 
 Rhizobium etli CFN42 p42c 250.94 - - 
  p42e 505.33 - - 
  p42f 642.51 - - 
  p42d 371.25 - - 
 Rhizobium etli CIAT652 pA 414.09 - - 
  pB 429.11 - - 
  pC 1091.52 - - 
 Rhizobium leguminosarum bv trifolii WSM1325 pR132501 828.62 - - 
  pR132502 660.97 - - 
  pR132503 516.08 - - 
  pR132504 350.31 - - 
  pR132505 294.78 - - 
 Rhizobium leguminosarum bv trifolii WSM2304 pRLG202 501.94 - - 
  pRLG203 308.74 - - 
  pRLG204 257.95 - - 
 Rhizobium leguminosarum bv viciae 3841 pRL10 488.135 - - 
  pRL11 684.2 - - 
  pRL12 870.02 - - 
  pRL9 352.78 - - 
 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025 pRSPA01 877.87 6 11 
  pRSPA02 289.48 3 3 
 Ruegeria pomeroyi DSS-3 Megaplasmid 491.61  2 
 Ruegeria sp. TM1040 Megaplasmid 821.78 9 20 
 Ruminococcus albus 7 pRUMAL01 420.7 - 14 
  pRUMAL02 352.64 - - 
 Sinorhizobium fredii NGR234 pNGR234a 536.16 - 1 
  pNGR234b 2430.03 - - 
 Sinorhizobium medicae WSM419 pSMED01 1570.95 - 1 
  pSMED02 1245.4 -  
 Sinorhizobium meliloti 1021 pSymA 1354.22 - 2 
  pSymB 1683.33 - 1 
 Sphingomonas sp. KA1 pCAR3 254.79 - - 
 Sphingomonas wittichii RW1 pSWIT01 310.22 - - 
 Xanthobacter autotrophicus Py2 pXAUT01 316.16 - - 
 Burkholderia ambifaria MC40-6 pBMC401 301.59 - - 
β-Proteobacteria Burkholderia phymatum STM 15 pBPHY01 1904.89 - 1 
  pBPHY02 595.1 - - 
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 Burkholderia sp. CCGE1002 pBC201 489.13 - - 
 Burkholderia vietnamensis G4 pBVIE01 397.86 - - 
  pBVIE02 265.61 - - 
 Butyrivibrio proteoclasticus B316 pCY360 361.69 - - 
 Methylibium petroleiphilum PM1 pRPME01 599.44 - 27 
 Polaromonas naphthalenivorans CJ2 pNAP01 353.29 - - 
β-Proteobacteria Polaromonas sp. JS666 p1 360.4 - - 
(continuación)  p2 338 - - 
 Ralstonia eutropha H16 pHG1 452.15 - - 
 Ralstonia eutropha JMP134 Megaplasmid 634.91 - 1 
 Ralstonia picketii 12D pRp12D01 389.77 - - 
  pRp12D01 273.13 - - 
 Ralstonia solanacearum CFBP2957 pRCFBPv3 2163.37 - 4 
 Ralstonia solanacearum GMI1000 pGMI1000MP 1094.5 3 3 
 Rhodoferax ferrireducens T118 p1 257.44 - 1 
 Kleibsiella pneumoniae pK29 269.67 - - 
 Pantoea sp. At-9b pPAT9B01 793.95 - - 
  pPAT9B02 394.05 - 1 
γ-Proteobacteria  pPAT9B03 321.08 - - 
  pPAT9B04 318.11 - - 
 Pantoea vegans C9-1 pPag3 529.67 - - 
 Pseudomonas fluorescens SBW25 pQBR103 425.09 - - 
 Rahnella sp. Y9602 pRAHAQ01 616.54 - - 
 Serratia marcesens R478 274.76 - - 
 Shewanella sp. ANA-3 p1 278.94 - - 
 Bacillus cereus pCER270 270.08 - - 
  pPER272 272.14 - - 
 Bacillus cereus AH187 pAH187_270 270.08 - 4 
 Bacillus cereus AH820 pAH820_272 272.14 - - 
 Bacillus cereus E33L pE33L466 466.7 - - 
Firmicutes Bacillus cereus H3081.97 pH308197258 258.48 - - 
 Bacillus pseudofirmus OF4 pBpOF4-01 285.22 - - 
 Bacillus thuringiensis BMB171 pBMB171 312.96 - - 
 Bacillus weihenstephanensis KBAB4 pBWB401 417.05 - - 
 Clostridium botulinum A3 str. Loch Maree pCLK 266.78 - 2 
 Clostridium botulinum Ba4 str. 657 pCLJ 270.02 - 1 
 Cupriavidus metallidurans CH34 Megaplasmid 2580.08 - 8 
 Cupriavidus taiwanensis pRALTA 557.2 - - 
 Eubacterium eligens ATCC 27750 Megaplasmid 626.74 6 - 
 Paenibacillus polymyxa SC2 pSC2 510.115  44 
 Acaryochloris marina MBIC11017 pREB1 374.16 - - 
  pREB2 356.08 - - 
  pREB3 273.12 - - 
 Anabaena variabilis ATCC 29413 pA 366.35 - - 
  pC 300.75 - 1 
 Cyanothece sp. PCC 7424 pP742401 328.63 - - 
Cianobacteria Cyanothece so. PCC 7822 Cy782201 879.54 - - 
  Cy782202 473.84 - - 
  Cy782203 291.99 - - 
 Nostoc punctiforme PCC 73102 pNPUN01 354.56 - - 
  pNPUN02 254.91 - - 
 Nostoc sp. PCC 7120 pPCC7120α 408.1 - - 
Acidobacteria Acidobacterium sp. MP5ACTX9 pACIX901 475.65 - - 
  pACIX902 300.29 - - 
 Arthrobacter aurescens TC1 pTC1 328.23 - - 
  pTC2 300.72 - - 
 Arthrobacter chlorophenolicus pACHL01 426.85 - 39 
Actinobacteria Streptomyces coelicolor A3(2) pSCP1 356.02 - - 
 Mycobacterium gilvum PYR-GCK pMFLV01 321.253 - 1 
 Mycobacterium sp. KMS pMKMS01 302.08 - - 
 Deinococcus deserti VCD115 p1 324.71 - - 
  p2 314.31 - - 
Deinococcus 
Thermus 

 p3 396.45 - - 

 Deinococcus geothermlis DSM11300 pDGEO01 574.127 3 - 
 Enterobacter cloacae pEC-IMP 318.78 - - 
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Deinococcus 
Thermus 

Miothermus silvanus DSM 5159 pMESIL01 347.85 - - 

 Thermus thermophilus HB8 pTT27 256.99 - - 
Cloroflexi Herpetosiphon aurantiacus ATCC 23779 pHPPC4 339.63 - - 
 Thermomicrobium roseum DSM 5159 Megaplasmid 917.73 - - 
 Halalkalicoccus jeotgali B3 1 406.28 - 1 
  2 363.53 - - 
 Haloarcula marismortui ATCC 43049 pNG700 410.55 1 - 
 Halobacterium salinarum R1 pHS3 284.33 - - 
 Halobacterium sp. NRC-1 pNRC200 365.42 - - 
 Haloferax volcanii DS2 pHV3 437.9 - - 
  pHV4 635.78 - - 
Arquea Halogeometricum borinquense DSM 11551 pHBOR01 362.19 - - 
  pHBOR02 339.01 - - 
 Halomicrobium mukohataei DSM 12286 pHmurk01 221.86 4 - 
 Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 pHLAC01 431.33 - - 
 Haloterrigena turkmenica DSM 5511 pHTUR01 698.49 - - 
  pHTUR02 413.64 - - 
 Natrialba magadii ATCC 43099 pNMAG02 254.95 - - 
  pNMAG01 378.34 6 1 
* El tamaño considerado para megaplásmidos fue ≥ 0.25 Mb 
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Figura 1. Posible origen de cromosomas secundarios y megaplásmidos en α-Proteobacterias. La formación de 
estas estructuras probablemente se dio mediante la transferencia intragenómica de algunas regiones del 
cromosoma primario ancestral hacia un plásmido ancestral que poseía un sistema de replicación tipo repABC 
(Plásmido Receptor, PR) en el grupo Agrobacterium/Rhizobium, este PR pudo haberse cointegrado nuevamente 
al cromosoma primario en grupos como Mesorhizobium y Bradyrhizobium; también pudo haberse escindido en 
los grupos de Ochrobactrum y Brucella. En aquellos grupos en donde PR se mantuvo independiente del 
cromosoma primario, pudo haber adquirido más genes y así dar origen a un cromosoma secundario (Modificado 
de Slater et al., 2009). 
 

ANTECEDENTES.  

El género Rhizobium, comprende a un grupo de bacterias Gram-negativas que se 

ubican taxonómicamente dentro de las alfa proteobacterias, en el orden rhizobiales y en la 

familia Rhizobiaceae. La estructura genómica de los rhizobiales consta de genomas multi-

replicón, constituídos por un cromosoma I y distintos replicones como cromosomas II, 

plásmidos, megaplásmidos y recientemente, según Harrison y colaboradores, algunos 

crómidos (www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). El hábitat de estas bacterias puede ser la 

rizósfera, una zona rica en moléculas orgánicas alrededor de las raíces de las plantas, o 

debido a su capacidad para establecer asociaciones mutualistas, también se les puede 

encontrar en el interior de las raíces de sus plantas hospederas. La asociación mutualista 
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mejor estudiada en este grupo bacteriano es la fijación simbiótica de nitrógeno con las raíces 

de plantas leguminosas, pero algunos estudios indican que estas bacterias también pueden 

vivir como endófitos en las raíces de plantas no leguminosas (Rosenblueth y Martínes-

Romero, 2004). 

Rhizobium etli cepa CFN42 se aisló en México de los nódulos formados en las raíces 

de plantas de fríjol (Phaseolus vulgaris). Es una de las bacterias mejor caracterizadas en 

México. Su genoma, totalmente secuenciado en nuestro país, se encuentra constituído por un 

cromosoma circular de 4.3 Mb y seis plásmidos circulares denominados, p42a (194.2 kb), 

p42b (184.3 kb), p42c (250.9 kb), p42d (371.2 kb), p42e (505.3 kb) y p42f (642.5 kb) 

(Gonzáles et al., 2006). En suma, los plásmidos representan el 32% de su genoma total. De 

acuerdo a los datos aportados por la secuencia genómica de R. etli, se sabe que el cromosoma 

(4 Mb) codifica la mayoría de las funciones necesarias para el crecimiento celular, mientras 

que pocos genes esenciales o vías metabólicas completas están codificadas en plásmidos 

(Gonzáles et al., 2006). Para conocer la participación y función de los plásmidos en este 

organismo, se obtuvieron cepas carentes de cada uno de los plásmidos que forman parte del 

genoma de R. etli CFN42 (Brom et al., 1992). El análisis fenotípico de estas cepas derivadas 

permitió asignar diferentes funciones codificadas en los plásmidos (Tabla 3) 

Tabla 3. Funciones asignadas a los plásmidos de acuerdo a cepas curadas en cada uno de los plásmidos 
Plásmido Función asignada Referencia 

p42a Transferencia conjugativa . Brom et al., 2000 

Tun-Garrido et al., 2003 

p42b Biosíntesis de lipopolisacáridos,  

 

Biosíntesis de tiamina y degradación de glicerol 

 

Brom et al., 1992 

García de los Santos y Brom, 1997 

Miranda-Ríos et al., 1997 

Brom et al., 2000 



30 
 

Resistencia a compuestos tóxicos exudados por las raíces 

de fríjol. 

González-Pasayo et al., 2000 

p42c Metabolismo de trigonelina y dulcitol Brom et al., 2000 

p42d Funciones simbióticas y fijación de nitrógeno. 

 

Brom et al., 2000 

 

p42e Degradación de melibiosa 

Funciones de regulación que al parecer son esenciales 

para el crecimiento en medio rico. Resistencia a cobre  

Síntesis de NAD. Morfología y división celular 

Brom et al., 2000 

Landeta et al., 2011 

p42f Deficiencia de crecimiento en medio mínimo. 

Actividad dual del la única catalasa-peroxidasa (katG).  

Brom et al., 1992 

Vargas et al., 2003. 

  

Aun cuando el trabajo de Brom et al., 1992, reporta la obtención de cepas curadas en 

casi todos los plásmidos, de manera sorpresiva resultó imposible obtener una cepa carente de 

p42e (505 Kb) en su totalidad a pesar del uso de sistemas de selección positiva 

particularmente eficientes (Brom et al., 1992). Únicamente se obtuvo una cepa con una 

deleción de aproximadamente 210 Kb en dicho plásmido, la cual fue designada como p42eΔ 

(CFNX185, Brom et al., 1992). Recientemente, en un trabajo publicado en nuestro 

laboratorio (Landeta et al., 2011) en el cual se analiza al plámido p42e mediante 

herramientas bioinformáticas, mutagénesis y deleciones programadas, los autores encuentran 

que aproximadamente el 11% del plásmido p42e podría estar involucrado en el metabolismo, 

participando en funciones biosintéticas: vitaminas B1 y B12, cardiolipina y biosíntesis de 

NAD; funciones de degradación: ácido protocatéquico e histidina; y formación del septo de 

división con la participación de los genes minCDE. Además, el análisis de deleciones 

programadas sobre este plásmido, permitió la identificación de dos genes (RHE_PE00001 y 
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RHE_PE00024) los cuales codifican, respectivamente, una proteína hipotética con un 

probable motivo HTH de unión a ADN, y una proteína híbrida entre una probable histidina-

cinasa y un probable regulador de respuesta, que al parecer son esenciales para el crecimiento 

en medio rico (Landeta et al., 2011). 
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JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 Estudios previos a la secuenciación del genoma de R. etli CFN42 demostraron que la 

mutante CFNX186, curada del plásmido p42f,  no puede crecer en medio mínimo (MM) con 

succinato y amonio como fuentes de carbono y nitrógeno respectivamente, así como sales 

minerales (CaCl2, MgSO4, K2HPO4, y FeCl3) (Figura 2). Este dato llevó a los autores a proponer 

como hipótesis que en este plásmido están codificadas enzimas relacionadas con algún proceso 

metabólico primario  (Brom et al., 1992). Esta posible auxotrofía asociada a la pérdida del 

plásmido p42f, así como la secuencia completa del plásmido p42f se convirtieron en nuestro 

modelo de estudio para contribuir a la identificación de funciones esenciales en el genoma 

extracromosomal  diferentes de los ARNt´s y ARNr´s previamente descritos en cromosomas II y 

III y en algunos plásmidos. 

 
 

Figura 2. Crecimiento de la cepa Silvestre CFN42 y de la derivada curada de p24f, CFNX186 en medio mínimo. 
Luego de 15 horas de crecimiento, la cepa CFNX186 no alcanza los niveles de crecimiento como lo hace la cepa 
silvestre. 
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La relevancia de este trabajo radica en proporcionar un ejemplo respecto a la 

importancia de genes que se encuentran en plásmidos, así como en ampliar el concepto 

funcional y evolutivo de los plásmidos. Tradicionalmente, se ha considerado que las 

funciones esenciales para el crecimiento bacteriano están codificadas en el cromosoma y no 

en los plásmidos. La presencia de genes del metabolismo primario en plásmidos es de gran 

relevancia ya que amplía el papel biológico que se ha asignado a estos replicones. Desde el 

punto de vista de la evolución del genoma bacteriano, apoya la hipótesis de que los 

plásmidos podrían ser los precursores de los cromosomas adicionales presentes en los 

genomas multireplicón. 



34 
 

 

OBJETIVO GENERAL: 

Identificar y caracterizar las funciones codificadas en el plásmido p42f necesarias para 

que R. etli pueda crecer en medio mínimo. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1. Identificar in silico la presencia de genes esenciales en copia única codificados en 

el plásmido p42f, cuya función sea necesaria para crecer en medio mínimo. 

2. Demostrar que mutaciones en esos genes causan deficiencia de crecimiento en 

medio mínimo. 

3. Evaluar la posibilidad de que los genes responsables del crecimiento hayan llegado 

al p42f por transferencia horizontal o mediante migración intragenómica del 

cromosoma a dicho plásmido. 

4. Determinar si los genes esenciales presentes en el plásmido p42f también están 

localizados en plásmidos  de otros miembros del orden Rhizobiales. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

 Para realizar cada uno de los objetivos planteados en este proyecto se diseñaron las 

siguientes estrategias: 

1. Búsqueda de enzimas del metabolismo primario, de copia única, codificadas en el 

plásmido p42f. Realizamos una re-anotación de las proteínas codificadas en el plásmido p42f de R. 

etli CFN42 con la herramienta de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

denominada KAAS (KEGG Automatic Annotation Server and Pathway Reconstruction Server) 

(Moriya et al., 2007). Dicho servidor proporciona la anotación funcional de genes por medio de 

comparaciones tipo BLAST contra la base de datos manualmente curada “KEGG GENES”. Al  

resultado se le asigna un valor KO (KEGG Orthology) y automáticamente se genera un mapa 

gráfico que contiene las vías metabólicas KEGG. 

Posteriormente, seleccionamos posibles enzimas de vías metabólicas primarias, y 

determinamos si estas enzimas seleccionadas estaban en más de una copia en el genoma, por lo 

cual se realizaron comparaciones tipo BLAST-P de cada uno de las enzimas seleccionadas contra 

todo el genoma, mediante “Bidirectional Best Hit” (BBH).  

2. Mutagénesis por inserción de vector. Para evaluar la contribución de las proteínas 

seleccionadas in silico al crecimiento en MM de R. etli CFN42,  se mutagenizaron los respectivos 

genes por la técnica de inserción de vector mediante recombinación homóloga. Brevemente, un 

segmento interno del gene de interés, amplificado por PCR, se inserta en un plásmido (pK18mob-

Kmr) no replicativo en R. etli. Introduciendo dicho plásmido a R. etli mediante conjugación, y 

seleccionando transconjugantes con resistencia a Km, se obtienen mutantes que integraron el vector 

por recombinación homóloga en el gene de interés provocando la pérdida de su función (Figura 
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3A). La correcta interrupción del gene se verificó mediante hibridaciones tipo Southern, además de 

evaluar el fenotipo de cada mutante creciéndola en un medio definido.  

 3. Adicionalmente, se llevaron a cabo deleciones programadas a lo largo del plásmido, 

mediante un  sistema de deleción sitio específico (Ayres et al., 1993) el cual emplea sitios loxP y la 

recombinasa Cre. El sistema ha sido adaptado para su uso en R. etli. Brevemente, los sitios loxP, 

cosisten en dos secuencias palindrómicas de 13 pares de bases (pb) flanquenado una secuencia de 8 

pb, las cuales son reconocidos por la recombinasa Cre. 

 

 

A 
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Figura 3. Estrategia experimental utilizada en este trabajo. (A) Mutagénesis por inserción de un vector realizado por 
un evento de recombinación. (B) Sistema de deleciones programadas mediante sitios loxP y la recombinasa sitio-
específica Cre (Modificado de Ayres et al., 1993). 
 

Para hacer este sistema funcional, incorporamos dos sitios loxP flanqueando la zona que nos 

interesa deletar mediante recombinación sitio específica, como se muestra en la figura 2B, se 

utilizan dos vectores con marcadores de resistencia diferentes. Una vez incorporados los sitios 

loxP, se expresa la recombinasa Cre en trans, la cual reconoce esta secuencia y corta en cada uno 

de los sitios, lo cual permite obtener la deleción, posteriormente, el vector que lleva Cre se elimina 

por crecimientos a 30 grados. La correcta eliminación del fragmento del plásmido  se verificó por 

el cambio en la movilidad electroforética del replicón y por la ausencia de genes localizados en la 

región deletada los cuales no pueden ser amplificados por PCR. 

B 
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RESULTADOS. 

Parte de los resultados que se obtuvieron durante este estudio fueron  publicados en el 

artículo: Villaseñor, T., S. Brom, A. Dávalos, L. Lozano, D. Romero, and A. García de los 

Santos. 2011. Housekeeping genes essential for pantothenate biosynthesis are plasmid-

encoded in Rhizobium etli and Rhizobium leguminosarum. BMC Microbiology. 11:66 
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Abstract 

Background: A traditional concept in bacterial genetics states that housekeepng genes, those involved in basic 
metabolic functions needed for maintenance of the cell, are encoded in the chromosome, whereas genes required for 
dealing with challenging environmental conditions are located in plasmids. Exceptions to this rule have emerged from 
genomic sequence data of bacteria with multipartite genomes. The genome sequence of R. erli CFN42 predicts th€ 
presence of panC and pan8 genes clustered together on the 642 kb plasmid p42f and a second copy of pan8 on 
plasmid p42e. lhey encode putative pantothenate biosynthesis enzymes (pantoate-p-alanine ligase and 3-methyi-2-
oxobutanoate h~roxymethyltransferase, respectively). Due to their ubiquitous distribution ard relevance in the central 
metabolism of the cell, these genes are considered part of the core genome; thus, their occurrence in a plasmid is 
noteworthy. In this study we invest igate the contribution of these genes to pantothenate biosynthesis, examine 
whether their presence in plasmids is a prevalent characteristic of the Rhizobiales with multipartite genomes, and assess 
the possibility that the pane8 genes may have r€ached plasmids by horizontal gene transfer. 

Results: Analysis of mutants confirmed that the pane and pan8 genes located on plasmid p42f are indispensable 
for the synthesis of pantothenate. A screening of the locat ion of pane8 genes among members of the Rhizobiales 
showed that only R. erli and R. leguminosarum strains carry panC8 genes in plasmids. The pane8 phylogeny 
attested a common origin for chromosomal and plasmid-borne panC8 sequences, suggest ing that the R. erli and R. 
leguminosarum pane8 genes are orthologs rather than xenologs. The panC8 genes could not totally restore the 
ability of a st rain cured of plasmid p42f to grow in minimal medium. 

Conclusions: lhis study shows experimental evidence that core panC8 genes located in plasmids of R. etli and R. 
leguminosarum are indispensable for the synthesis of pantothenate. lhe unusual presence of panC8 genes in 
plasmids of Rhizobiales may be due to an intragenomic t ransfer from chromosome to plasmid. Plasmid p42f 
encodes other functions required for growth in minimal medium. OJr resul ts support the hypothesis of 
cooperation among different replicons for basic cellular functions in mult ipartite rhizobia genomes. 

Background 
Multipartite genomes are common among membcrs of the 
a -prat cobac teria [1). Most symbiotic nitragen -fixing 
bacteria bclonging to the genera Rhizobium, Sinorhizo
bium, Mesorhizobium and Bradyrhizobium possess multi
partite genomes organizcd as a single circular chromosome 
and a variable number o f large plasmids [2 ). In some spc
des plasmids can represent, in ternlS of size, up to 40% o f 

• Cooespondence ale<@C:<:g .unammx 
Fu ll lisl el autt"or inforfl\3IKm is ava il<tlie al lhe erd el lhe articie 

the total genome. In Rhizobium and Sinarhizobium spccies 
one plasmid (pSym) concentrates most o f the genes 
rcquired fo r nodulation and nitrogen fi xation [3). The 
complete genome sequ ences o f different rh izobia have 
revealcd that plasmids harbor mainly accessory genes and 
that most encocle prcdictcd transport systems and a varicty 
of catabolic pathways that may contribute to the adaptation 
of rhiwbia to the heterogencous soil and nodule environ
ments [2,4 ). These genes are absent from closcly rclated 
genomes, lack synteny and their G+C composition differs 
from that of the core genes. The core genes ar e mainly 

( ) BioMed Central 
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40 
 

 

Villa señor el al. BMC Miaooialagy 2011, 11 :66 
http://www.biomedcentraLcom/1471-2180!11/66 

locatcd on chromosomes, have essential functions in ccll 
maintenance and have orthologs in rclatcd spccies [5,6). 
In spite of this evidently biascd distribution of core genes 
in the chromosome and accessory genes in plasmids, it is 
important to highlight the fact that there are interesting 
exceptions to this genomic rule: several typical core genes 
have becn found encodcd on rhizobia plasmids. Some are 
copies of genes located on chromosomes, with rcdundant 
func tions that are totally dispensable for normal growth. 
Examples of thesc genes are the multiple copies of chaper
onin-encoding genes groELlgroES [7,8), two tpiA genes 
encoding putative triose phosphate isomerase, a key 
enzyme of central carbon metabolism [4,6,9), and two 
putative S. meliloti asparagine synthetases (asnB and 
asnO), which may have a role in asparagine synthesis from 
aspartate by A TP-dependent amidation [10). In contrast to 
these reiteratcd genes, a few single copy core genes have 
also bren localizcd in plasmids. The tRNA spccific for the 
second most frcquently used arginine codon, CCG, is 
locatcd on pSymB in S. melioti [10). Since this gene lies 
within a region of pSymB that could not be deletcd [11 ), it 
is assumcd to be esscntial for cell viability. The single copy 
of the minCDE genes, conceivably involvcd in proper ccll 
division, have also been found in plasmids of S. meliloti, 
R. leguminasarum and R. ctli [4,6,10). Studies in S. meliloti 
have demonstrated that even though these genes are 
expresscd in free-living cclls and within nodules they are 
nonessential for ccll division, since their deletion did not 
produce the small chromosomeless minicells observcd in 
E coli and Bacillu suhtilis [12 ). 

A recent bioinformatic study revealed that approxi
mately ten percent of the 897 complete bacterial genomes 
available in 2009 carry some core genes on extrachromo
somal replicons [13). However, very few of these genes 
have becn functionally characterizcd and so thcir real con
tribution to bacterial metabolism is still an open qucstion. 

The complete genome sequence of R. ctli CFN42 pre
dicts that two putative "housekecping~ genes, panC and 
panB, which may be involvcd in pantothenate biosynth
esis, are dustercd together on plasmid p42f. Pantothe
nate is an essential precursor of coenzyme A (CoA), a 
key molecule in many metabolic reactions induding the 
synthesis of phospholipids, synthesis and degradation of 
fatty acids, and the operation of the tricarboxylic acid 
cyde [14). The R. ctli panC gene is predicted to encode 
the sole pantolte-l3-alanine ligase (PBAL), also known 
as pantothenate synthetase (PS) (EC 6.3.2.1), present in 
the R. cttí genome. The func t ion of this enzyme is 
the ATP-dependent condensation of D-pantoate with 13 -
alanine to form pantothenate, the last step of the pan
tothenate bios}nthesis pathway. The panB gene encodes 
the putative 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyl
transferase (MOHMT) (EC 2.1.2.11 ), also known as 
ketopantoate hydroxymethyltransferase (KPHMT), the 

Page 2 of 11 

firs t enzyme of the pathway, responsible for the forma
tion of a -ketopantoate by the transfer of a methyl 
group from 5,1O-methylentetrahydrofolate to alpha
ketoisovalerate. The complete genome sequence of 
R. ctli CFN42 prcdicts that a second putative MOHMT 
enzyme (RHE_ PE00443), similar to the product of 
panB, is encodcd on plasmid p42e. 

In this work we describe the isolation and use of panC 
and panB mutants to analyze the involvement of these 
plasmid-encoded genes in pantothenate biosynthesis. 
A survey of the localization of panCB genes among 
members of the Rhizobialcs with multipartite genomes 
allowcd us to infer a panCB phylogeny and to establish 
the probable ch romosomal origin of thesc plasmid
borne genes. \'Ve al so report that the panCB genes 
could not totally restore the growth in mininlll mcdium 
(MM) of a strain curcd of plasmid p42f, suggesting that 
other functions essential for growth in MM are encoded 
in this plasmid. 

Results 
Functional characterization of plasmid p42f encoded 
panCB genes 
The predicted func tion of the product of panC 
(RHE_PFOOOO1) annotatcd as PBAL, is the catalysis of the 
last step of pantothenate synthesis. This PBAL (298 amino 
acids) showed 43% identity and 62% similarity over 279 
amino acids with the functionally ch aracterizcd PBAL of 
E cotí K12 (284 amino acids). A search for conserved 
domains (CD-scarch) at NCBI -CDD revealcd the prescncc 
of a typical pantoate-binding site. The panB gene 
(RH CPFOO002) is located immediately downstream of 
panC. The four nucl eotide overlap between the panC 
TGA codon and panB ATG codon suggest that these 
genes might be transcribcd as an operon. The panB gene 
encocles a putative MOHMT, the first enzyme of the pan
tothenate pathway. A BlastP comparison between the 
func tionally charact erized MOHMT of E cotí K12 
(264 amino acids) and the putative MOHMT cncodcd on 
plasmid p42f of R. ctli CFN42 (273 amino acids) showed 
37% identity and 56% similarity over a length of 240 
amino acids. A CD-search indicatcd that in the putative 
MOHMT of R. ctli CFN42 the magnesium binding and 
active site domains are conservcd. Additionally, Paralog 
Search (k"EGG SSDB) and pathway tools predicted a scc
ond probable MOHMT, encodcd on plasmid p42e (Iocus 
tag RHE_ PEOO443). Both proteins are similar in length 
(273 and 270 aa for the products encoded by panB and 
RHE_ PE00443, respcctivcly). However, a BlastP compari
son of these scquences showcd only 36% identity and 56% 
similarity over a tract of 140 amino acids. A CD-search 
revealcd that only 5 of 12 of the invariable residues present 
in the active site domain are conservcd in RHCPEOO443. 
The metal binding domain could not be detected by the 



41 
 

 

Villa señor el al. BMe Miaab;olagy 2011, 11 :66 

http//Www.biomedcentraLcom/1471-2180!11166 

CD-scarch. To determine whether the panC and panB 
genes loeatcd on plasmid p42f are requircd for pantothe
nate syntilesis, mutations in thesc genes were gcneratcd by 
site-directcd vector integration mutagenesis via a single 
cross-ovcr recombination (scc details in Material and 
Methods and Table 1). Mutants ReTVl (panC -) and 
ReTV2 (panB-) were unable to grow in minimal mcdium 
(MM) laeking ealcium pantothenate (Figure la). Supple
mentation of MM with 1 flM calcium pantothenate 
allowcd the panC and panB mutants to rccover their wild
typc growth rate (Figure lb). The pantothenate auxotro
phy displaycd by the panB mutant ReTV2 allowed us to 

Table 1 Bacterial strains and plasmid. 

Stra in o r 
plasmid 

Rhlzoblum erll 

CFN42 

"'1V' 
ReTVl-4 

ReTVl-5 

"'M 
"'M~ 

"'M" 
ReM-7 

"'M 
CFNXl86 

CFNXl86-4 

CFNXl86-24 

ClAT 652 

ClAT 894 

Kim5 

IE4771 

Escherichla eDil 

OH'" 
517-1 

Plasmids 

Re levant genotype 

Wlk;j type; Nar 

CFN42 panC:p1Vl; Km' 

CFN42 panC:p1Vl eomplemented with pTV4; Ter Km' 

CFN42 panC:p1Vl eomplemented with pTV5; Ter Km' 

CFN42 panB:pM; Km' 

CFN42 panB:pM e<mplemented with p1V4; Te' Km' 

CFN42 panB:pM e<mplemented with p1V6; Te' Km' 

CFN42 panB:pM e<mplemented with P1V7; Te ' Km' 

CFN42 argE::pM; Km' 
CFN42 ell"ed d plasmid p42f; NaF 

CFNXl86 eomplemented with p1V4; Te' 

CFNXl86 eomplemented with pCos24; Te' 

Wlk;j type; NaF 

Wlk;j type; Nar 

Wlk;j type; Nal' 

Wlk;j type; Nar 

Host for re<::ombinant plasmids; Nal ' 

C6CQ::RP4-2(TcMu) (Km:Tnn 
Donor for eonjugatiOn 

pBluescript 115K(+) phagemid veo:or; Cm' 

pK18, derivative mob; Km' 

Broad·host-range eosmid veo:or; Moo, Im;P, Te ' 

Broad·host-range doning veo:or; Mob; Te' 
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discard a functional role of tile putative MOHMT encodcd 
by RHE_PE00443 in pantothenate biosynthesis. Morcover, 
a pBBRMCS3 clone eonstitutivcly expressing 
RHE_ PEOO443 (pTV7) was unable to eomplement the 
pantothenate auxotrophy of the panB mutant (data not 
shown). 

Plasmid pTV4, harboring the panC and panB genes, 
as well as plasmids pTV5 and plV6, carrying only panC 
or panB respectively, were introduced into mutant 
strains ReTVl and ReTV2 and the growth phenotype of 
ea eh construetion was evaluated in MM. The panC 
mutant ReTVl eomplemented with the panCB genes 

Refe rence o r source 

[6) 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 
[18) 

ThiS StlJ.1y 

[lO] 

["'] 

["'] 

1. Handelsman, University of Wlsconsin, 
MD 
[15) 

5tratagene 

139] 

5tratagene 

[29] 

[40] 

[41) 

,o: 
pK18mob 

pRK7813 

pBBRM:53 ,O:, 
,0:2 

,1V' 
,1V2 

,1V) 
,1V4 

pBC harboring a 400-bp Bamli -Xbal PCR fragment of panC Cm' 

pBC harboring a 400-bp Bamli -Xbal PCR fragment of panB; Cm' 

pK18mob harbaing a 400bp KpnJ-Xbal PCR fragment of parC; Km' 

pK18mob harbaing a 400bp KpnJ-Xbal PCR fragment of panB; Km' 

pK18mob harbaing a 400bp KpnJ-Xbal PCR fragment of atgE; Km' 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

ThiS StlJ.1y 

,1V5 

,1V' 
,1V7 
pc:OS24 

pRK7813 haiboring a 3.1 kb Ecoff fl(jgment of pCos24 eontaining pane and panB; Te' ThiS StlJ.1y 

pBBRM:53 harboling a 1.2 kb Kpnl-Xbal PCR fl(jgment c:ontaining panC Te ' ThiS StlJ.1y 

pBBBRMC53 harboring a 1 kb Kpnl-Xbal PCR fragment eontaining panB; Te' ThiS StlJ.1y 

pBBRM:553 harbaing a 1 kb KpnJ-Xbal PCR fragment eontaining RHLPE00443; Te' ThiS StlJ.1y 

20 Kb EeoRl fl(jgment of plasmid p42f c:loned in pLAFRl C:Ontaining pane, panB, aryR and [30] 
karG; Te' 
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b 
-...cFN42 
-o-ReTV1 
-6- ReTV2 

E 
2, 
g 0.1 

o 

0. 01-1-----+----t---+----+------< 
O 6 9 

Time (h) 
12 15 

Figure 1 Pantotnenate auxotrophy of R. etli CFN42 parlC and panB mutants GroWlh of the R. erR CFN42 wild-type srrain ard its derivative 
pane (ReTVI) ard panB (ReTV2) mutants in: (a) miniJTl(lI medium. (b) mínimal medílffi supp1emented with 1 IJM Glldlffi p;!ntorhenate. Values 
represen! the means of three índependen! experiments; error bars show standard deviaticns. 

(ReTV I-4) recovered wild type growth in MM. In con
trast, whe n com plemented o n ly wi t h panC (s trai n 
ReTVI-5) no growth occurred in the absence of pan
tothe nate. These results strongly suggest that the panCB 
ge nes form a single t ranscr iptional unit. As expected, 
wild type growth of panB mutan t ReTV2 was recovered 
by comp lementation wi th the panCB ge nes or w ith the 
panB gene (strains ReTV2-4 and ReTV2-6 respectivcly). 

The occurrence of paneB genes in p lasmid s is highly 
conserved among R. etli and R. leguminosarum stra ins but 
not in other members of the Rhizobiales with mul tipartite 
genomes 
To investigate whether the presence o f the panCB ge nes 
in p lasmids is a common characteris tic o f the Rhizo
biales, we exa mined the locatio n of panCB genes in 22 
members o f the Rhizobiales having fully sequenced m ul
tiparti te genom es (Table 2) . To d ate, the geno mes o f 
seven R. etli strains, in additio n to CFN42 , have been 
totally seq uenced [15J. However, with the excep tion of 
s t rain CIAT 652, the genomes were released as d raft 
assemblies, preclud ing panCB loca lization. W/ e experi
mentally determined the localization o f panCB genes in 
(he genome o f fo ur of (hese R. crli stra ins (CIAT 894, 
Ki m5, 8C-3 , a nd IE4771) by hybridizatio n of thei r plas
mid profiles with [32PJdCTP-Iabell ed panC and p a nB 
ge nes from CFN42 u nde r h igh st ringency condi tions. 
80th probes produced intense hybridizatio n signals on 
the same p lasm id o f each s train, indica tin g that t he 
panCB genes a re also plasmid- borne in t hese R. etli 
strains (Table 2). Coincidentall y, in the three R. legumi
nosarum strains with fu lly sequenced genomes reported 
in the NCBI database, t he panCB genes are assigned to 

p lasm ids. In con trast, in othe r species of Rhizobiales 
with mu ltipartite genomes, the panCB genes are always 
con fi ned to the c hromosome, or to chromosome I in 
those spec ies harboring two chromosomes, with excep
t ion of Agrobactcrium tumefaciens C58 whic h carries 
panCB on t he li near chromosome Il and Mcthylobacter
ium nodulans ORS2060 t hat carries panC on their sin 
gle chromosome and panB on plasm id pMNOD02 
(Table 2). 

Phylogenetic ana lysis of rh izobial paneB genes ind icates 
a common origin of chromosomal and plasmid-borne 
sequences 
Two possible hypotheses were considered to ex plain the 
p resence o f panCB genes in plasmids o f R. e tli and 
R. leguminosarum stra ins: (1) a n intragenomic rear ran 
ge ment of panCB genes from chromosome to plasmid , 
which m ust have occurred in the last common ances to r 
of bo th species; (2) by xenologous gene d ispla cement, 
t hat ¡s, a hor izontal tra ns fe r even t in which a gene is 
d isplaced by a horizontally transferred o rtholog acq uired 
from another li neage (16J. In t he latter hypo thesis we 
assume t hat the presence o f t hese xenolog genes in p las
m ids conferred a select ive adva lH age (ha ( may have 
eventually led to the loss of the c h romosome-Ioca ted 
panCB genes. T o tes t these hypotheses the phylogeny of 
16 rhiwbial species inferred {rom ten orthologous single 
copy house keepin g ge nes (fusA, guaA, ileS, injB, reeA, 
rplB, rpoB, rpoc' sce Y and valS) located on p rim a ry 
chromosomes, \Vas compared with the phylogeny of the 
sam e rhizobia l species inferred from the panCB genes 
located on plasm ids and chromosomes. The rationale 
fo r th is compa r ison was that if the plasmid -borne 
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Table 2 l ocalization of the panCB genes in representative members 01 the Rhizobia les with multipartite genomes 

Stra in 

Bfl.Icel/Q atx;rrus bv. 1 Str. 9-'M1 

B. melirmsis 16M 

B. ovil ATCe 2~840 

Sinorhizobitm mdiloti 1021 

S. mediCae W$M419 

frhrobacrrr;m anrhropi ATCC 49188 

Agrobacrerium radiobacr~ K84 

A 'litis 54 

A rumefadem C58 

Rhizobium "r!i CFN42 

R. er/! ClAT 652 

R. er!i ClAT 894' 

R. er/! Kim5' 

R. er!i IE477I' 

R. er!i 8(-3' 

R.!egumino>afl.lm IN. viCiae 3841 

R. !eguminOlafl.lm VVSM1325 

R. !cgum;nOlQfl.Im VVSM2304 

Rhizobium sp. NGR234 

Mesorhizobium Iori MAFF303099 

M sp. BNCl 

Merhylobacl~ium exrorquens AM1 

M radioroie'am JCM2831 

M nodularn 0052060 

Bradymizooom sp. BTAi1 

Nirrobaaer ilamoorgmsis X14 

Xanrobaaer aurorroph!rus Ry2 

Genome 
nu mber 
eh, 

Structure 
of 
Plilsmids 

o 
o 
o 

4 

J 

2 

6 

4 

4 

4 

J 

6 

4 

4 

8 

Loca li zat ion of 

pone po,' 

Chrl e~1 

Chrl e~1 

Ch,l e~1 

eh, e~ 

eh, e~ 

Ch,l e~1 

Ch,l e~1 

Ch,l e~1 

Ch,lI Chrll 

p42f p42f 

" " pd pd 

pc'¡¡xl' pc '¡¡xl' 

pd pd 

" " pRL12 pRL12 

pR132501 pR132501 

pRLG201 pRLG201 

eh, eh, 
eh, eh, 
eh, eh, 
eh, eh, 
eh, eh, 
eh, pMNQD2 

eh, eh, 
eh, eh, 
eh, eh, 

Abbr"""lion< a,e a, follows: Ch" chromosome of lhme Rhizobiaks with ""e ctHomosome; Ch, I and Ch, 11, ch,ommome I and ctHomo,ome 11 , ... peaively in 
mme RNzobiales harboring lwo ch,omoo;ome,; p, plasmid. 'Rhizobi<Jm 'pecies in which Iocalizalion of panCB gen ... wa, done by Soulhern bIol h)'bridizalion of 
pIa,mid prome,. 'Plasmid, wim very ,imila, eleclrophoretic mobility gave a, , ... uk ambiguous pIa,mid Iocalizalion of panC and panB homologous 'equenc .... 

panCB phylogeny agrees with the current phylogeny of 
the Rhizobialcs, inferrcd from the housekccping genes, it 
would support the hypothesis of intragenomic transfer 
of the panCB genes. On the other hand, if both phyloge
nies are incongruent, it would favor the hypothesis of 
horizontal transfer of the panCB genes. Concatenated 
nucleic acids multiple alignments were used to infer 
both phylogenies with the maximum likclihood method 
describcd in materials and methods. The resulting phy
logenetic trccs are shown in Figure 2. The housekccping 
genes inferrcd trcc (Figure 211.) was consistent with the 
recently reported phylogeny of 19 Rhizobiales per
formcd on a data set of 507 homologous proteins from 
the primary chromosome [17 ). 80th trees are in dose 
agreement with the phylogeny inferred from the panCB 
genes (Figure 2b). Thus the phylogeny of R. ctli and 
R. lcguminasarum inferred from plasmid-encoded 
panCB genes is consistent with the phylogeny dcduccd 

from their housekccping genes supporting the hypoth
esis of a chromosomal origin for the plasmid-encoded 
panCB genes. 

The panCB genes do not fuliy complement t he growth 
deficiency of a R. etli CFN42 p42f cured derivat ive in MM 
It was reportcd previously that R. etli CFNXl86, a p42f
cured derivative of R. ctli CFN42, is unable to grow in 
MM [18). To assess if the growth deficiency of strain 
CFNX 186 in MM was due to the absence of the panC 
and panB genes, plasmid pTV4 (panCB) was introduccd 
into strain CFNX186. The growth of the transconjugant 
(CFNX l86-4) after l5 hours of culture in MM was only 
50% that of the \XlT strain grown under the same condi
tions (Figure 311.). The growth of CFNX186-4 did not 
improve even after 72 h in culture (data not shown). 
Interestingly, strain CFNX186-4 had thr same growth 
rate as strain CFNXl86 cultured in MM supplemented 
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B. japonicum U5DA 110 b ",r"1CC:=;;-;:;-;' B. sp. BTAI1 B.japonicum U5DA 110 
B. sp. BTAI1 

a 

A. caulinodans OR5 571 A. caulinodans OR5 571 

M. loti MAFF303099 1r;====="M.M. loti MAFF303099 
70U M. sp. BNC1 

R. sp. NGR234 

.1O'[==:A~.~tumefaciens csa 
I A. vitis 54 

radiobacter K84 
R. etli CFN 42 

R. leguminosarum by. trifolll W5M2304 
R. leguminosarum by. ylclae 3841 
R. leguminosarum by. trifolll W5M1325 

H 
' .1 

S. medicae W5M419 
S. meli/oti 1 021 

A. tumefaciens csa 
A. vitis 54 

A. radiobacter K84 
R. leguminosarum by. trlfolil W5M2304 

R. leguminosarum by. ylclae 3841 
R. leguminosarum by. trlfolil W5M1325 
R. etli CIAT 652 
R. etli CFN 42 

Figure 2 Comparison of phylogenetie trees eonstrueted from eore and panca genes Maximum- likelihood phylogenetiC trees of 16 
Rhizobiales coostruaed using the concatenated nudeic acid sequences of 10 housekeeping genes (a) or panC and panB concatenated genes 
(b). Bootsnap values are shown over each b.anch (based on 100 pseooo-replicates) 

with 1 flM c alcium pan tothenate (Fi gu r e 3b). T his 
shows that the growth deficiency o f CFNX 186 is o n ly 
partly due to the absence o f the paneB genes an d indi
cates th at o ther functions encoded in plasmid p42f are 
rcquircd for growth in MM. 

Prev ious studies have demonstrated th at the katG 
ge ne, wh ich encodes the sole catalase-per ox id ase 
expresscd in free-living growth conditions, is locatcd o n 
pl asm id p42f o f R. etli CFN42 . T hese studies al so 
revealcd th at the growth ra te o f a katG mutan t in MM 
was significan tly rcduccd in comparison with that o f the 
wild-type parental strain [19). On plasmid p42f katG, as 
well as it s putative tran scrip ti on al regul ator p r otein 

a 

, 
~ 0.1 

:5 

___ CFN04.2 
-o-CFNX186 
...... CFNX186-4 
...... CFNX186-U 

O.Ol+---+----+---+----+:--~ 
o 6 9 12 1S 

Time(h) 

encodcd by oxyR, are locatcd 80 bp downstream o f the 
paneB genes. \'Ve speculated th at in troduction o f the 
paneB genes together with t he katG an d oxyR genes 
m ight improve the growth of CFNX 186 in MM. To test 
this hypothesis, we uscd pCos24, which contains a 20 kb 
fragmen t o f p42f carryin g paneB, katG and oxyR (scc 
M aterial and Methods). pCos24 was in tr od uced in to 
CFNX l 86 an d the resulting tran sconjugant (CFNX 186-
24) grown in MM. Figure 3 shows that after 15 hours o f 
culture there was no significan t difference betwccn the 
grow th rate o f CFNX 186 complemen ted on ly with 
paneB (C FNX 183-4 ), an d CFNX 186 complemen ted 
with cosmid pCos 24 (C FNX l 86- 24). Furthermore, the 

b 

lo, 
e 
e 

___ CFN42 
-o-CFNX186 
....... CFNX186-4 
........ CFNX186-24 

0.01+---+---+----+----+--~ 
o 6 9 12 1S 

Time(h) 

Figure 1 panca genes do not fully restore the growth deficieney of CFNX186. Growth of R. erliCFN42 wild -type strain, its p42f-cured 
deJÍvative CFNXl86, CFNXl86 complemented with the panCB genes (CFNXl86-4) and CFN.Xl86 complemented with a 20 kb EroR1 fragment of 
plasmid p42f containing the parc, panB, o")'R and karG genes (CFN.Xl86-24) in: (a) minimal mediUIT\ (b) minimal medium supplemented with 1 
iJM pantothenate. Growth curves are the mean d at least three independent experiments; error bars repJesent standard deviatiOns 
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growth of CFNXI86-24 did not increase even after 72 h 
of culture (data not shown) indicating that katG 
and oxyR did not improve the growth rate of panCB 
complemented CFNX186 in MM. We also tested the 
possibility that arginine might improve the growth of 
strain CFNXI86-24 due to the prcsencc of a putative 
N-acetylornithinase (EC 3.5.1.16) encoded in the plas
mid p42f. In the Entcrobactcriccac this enzyme catalyzes 
the conversion of N-acetylornithine to ornithine, a key 
step in the arginine biosynthesis pathway [20). However, 
the growth dcficiency of strain CFNI86-24 in MM was 
not corrcctcd by the addition of 1, 5, 10 or 15 mM argi
nine (data not shown). Furthemore, we constructed an 
argE mutant strain (ReTV3, Table 1) that was able to 
grow in MM without exogenous arginine at the same 
rate as parental strain CFN42 (data not shown), con
firming that this gene is not essential for arginine 
synthesis. 

Discussion 
$cminal studies on the phenotypic characterisation of plas
mid-curcd strains of R. lcgunrinosamnr and R. ctli revealcd 
that the absence of several plasmids cause a growth defi
ciency in rich and minimal medium [18,21 ). These find 
ings suggestcd that undefincd metabolic traits are present 
on rhizobial plasmids. The bioinformatic analysis of 897 
bacterial genomes performed by Harrison ct al [13 ) 
revealed the prescncc of extrachromosomal core genes in 
82 genomes mainly bclonging to the Protcobacteria. In 
contrast with these in silico data, there is little experimen
tal information on the contribution of these core genes ro 
bacterial metabolism or cellular process. The few genes 
that have bccn functionally characterizcd encode rcdun
dant functions and are totally dispensable for the cell 
[7-9, 12 ). Our study provides experimental evidence that 
the enzymes MOHMT (EC 2.1.2.11) and PBAL (EC 
6.3.2.1) encodcd on plasmid p42f are indispensable for the 
synthesis of pantothenate. Morcover, our results showcd 
that the cluster of panCB, katG and oxyR genes was insuf
ficient to restore full growth capacity to the p42f curcd 
derivative CFNX 186, implying that in addition to pan
tothenate synthesis, there are more functions encodcd on 
plasmid p42f rcquircd for growth in MM. Obvious candi
dates for these functions could not be identificd a priori 
among the 567 proteins encodcd in p42f even though 
their predicted functions were recently updated with 
KAAS (KEGG Automatic Annotation $crver and Pathway 
Reconstruction SelVer). We discardcd arginine limitation 
as the cause for the growth deficiency of strain CFNX186-
24. The arginine prototrophy displaycd by a mutation in 
the p42f encodcd argE suggests that in R. ctli the conver
sion of N-acctylomithine to ornithine is catalyzcd by the 
chromosome-encodcd ArgJ, an omithine acetyltransferase 
(OATase, EC 2.3.1.35), which transfers the acetyl group of 
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N-acetylomithine to glutamate to produce omithine and 
N-acctylglutamate. Functional OATases have bccn found 
in the majority of bacteria [20). 

AIso, we have demonstrated that plasmid-Iocalization 
of panCB in R. ctli CFN42 is not unique to this strain. 
A scrccning of the location of panCB genes among mem
bers of the Rhizobialcs, showed that the occurrencc of 
these genes in plasmids is a highly consclVcd trait among 
R. ctli and R. lcgunrinosarunr strains. Furthermore, the 
synteny of the panCB, oxyR, katG genes in R. ctli CFN42 
is conservcd in R. ctli ClAT652 and in R. lcgunrinosarunr 
strains 3841, WSM1325 and WSM2304. In contrast, gen
omes of Rhizobiunr sp., Sinorhizobiunr, Bradyrhizobiunr 
and Mcsorhizobiunr spccies carricd chromosomal panCB 
genes. Only in A. tunrcfacicns C58 the panCB genes are 
localizcd in the linear chromosome, whereas in all other 
Rhizobialcs harboring secondary chromosomes the 
panCB genes were locatcd in cnromosome 1. A bioinfor
matic analysis with MicrobesOnline operon prcdictions 
[22 ) indicates that panCB genes are organizcd as possible 
operons in mos t of the Rhizobialcs examined in this 
work: all these predic ted operons conserve the four 
nucleotide overlap betwccn the panC TGA codon and 
the panB ATG codon observcd in R. ctli CFN42 (d ata 
not shown). In the genomes of Bradyrhizobiunr sp. 
BT Ail, Nitrobactcr hanrburgcnsis X14, Mcthylobactcriunr 
cxtorqucns AMI, Mcthylobactcriunr radiotolcrans 
ICM2831 and Xantobactcr autotrophicus Ry2, panC and 
panB are encodcd in separate chromosomalloci, whereas 
in Mcthylobactcriunr nodulans ORS2060 panC is located 
in the chromosome and panB in plasmid pMNOD02. 

The Rhizobialcs phylogeny inferred from concatenated 
panC and panB genes was consistent with the phylogeny 
dcduccd from 10 concatenatcd housekccping genes. The 
low bootstrap values obtained for some nodes of the 
panCB phylogeny might be due to the small number of 
informative characters in the alignments of only two 
genes (1 977 nuclcotides). This is consistent with pre
vious reports that state that trecs from longer alignments 
obtaincd by the concatenation of genes encoding multi
ple-protein families have higher bootstrap support than 
trees inferred from genes encoding single proteins [23). 
The phylogenetic rclationships among Rhizobiunr spccies 
carrying panCB genes in plasmids with their closest rcla
tives, Agrobactcriunr and Sinorhizobiunr species, harbor
ing panCB genes in the chromosome was also observed 
in neighbor-joining trees inferrcd from single panC and 
panB genes (data not shown). These data agrcc with the 
hypothesis that plasmid-encodcd panCB genes are ortho
logs of the panCB genes located in chromosome. From 
these results, we propose that the prescnce of the panCB 
genes in plasmids in R. ctli and R. lcgunrinosarunr spccies 
may be due to an intragenomic transfer event from chro
mosome to plasmid. The mechanism leading to the 
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transfer of core genes from ch romosome to plasmids 
could involve cointegration and excision events betwcen 
the replicons, similar to rearrangements that have bcen 
visualized in S. meliloti [24). The translocation of genes 
from chromosome to plasmids may be part of the com
plex evolution of multipartite genomes. A study bascd on 
the analysis of clusters of syntenic genes sharcd among 
plasmids and secondary chromosomes of bacteria with 
multipartite genomes suggestcd that sccondary ehromo
somes may have originatcd from an ancestral plasmid to 
which genes had bcen transferrcd from a primary chro
mosome [17) . 

Our pionccring work on plasmid-encodcd functions in 
R. etli CFN42 establishcd that a functional relationship 
among different replicons is rcquircd for symbiotic and 
frce-living functions [18,25 ). More recently, a functional 
connectivity among most of the proteins encoded in the 
replicons of R. etli CFN42 was predicted in silico [6 ). 
Our results demonstrated that the putative MOHMT 
encodcd by RHE_ PE00443 is not functional under the 
conditions studied and provides evidence of functional 
cooperation betwccn p42f and chromosomally encodcd 
proteins for pantothenate biosynthesis. 

Conclusions 
Our study shows that the presencc of the core panCB 
gcncs in a plasmid is a charactcristic conscITcd in R. ctli 

and R. leguminosarum strains but not in other Rhizo
biales. The phylogenetic approach used in this study 
suggests that the unusual presence of panCB in pi as
mids may be due to an intragenomic transfer event 
from chromosome to plasmid rather than a xenologous 
gene displacement. Using R. etli CFN42 as a model, we 
showcd that the plasmid -encoded core panCB genes 
were indispensable for the synthesis of pantothenate. 
The panCB genes could not totally restore growth of a 
strain curcd of plasmid p42f in minimal medium, sug
gesting that other functions essential for growth in this 
medium are encodcd in this plasmid. Our results sup
port the hypothesis of functional cooperation among dif
ferent rcplicons for basic cellular functions in 
multipartite rhizobial genomes. 

Methods 
Bacterial strains, media and growth conditions 
The bacterial strains and plasmids used are listed in 
Table 1. Rhizobium strains were grown at 30"C in three 
different media: a) PY rich medium [26 ), b) Mininal 
medium (MM) [27) and e) Minimal mcdium plus 1 flM 
calcium pantothenate (MMP). MM was preparcd as fol 
lows: a solution containing 10 mM succinate as carbon 
source, 10 mM N H4 Cl as nitro gen source, 1.26 mM 
K2HP04 , 0.83 mM MgS04 , was adjustcd to pH 6.8 and 
sterilizcd. After sterilization the following components 
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were addcd to the final concentration indicatcd: 0.0184 
mM FeCI 3 6H20 (filter sterilizcd), 1.49 mM CaCI2 2H20 
(autoclavcd separately), 10 flg mr! biotin and 10 flg mr! 
thiamine (both filter sterilizcd). MMP contains the same 
components plus 1 flM calcium pantothenate. To deter
mine growth rates on MM or MMP, Rhizobium strains 
were grown to saturation in PY medium, the cclls were 
harvestcd by centrifugation, washed twice with sterile 
deionized water and dilutcd to an initial optical density 
of 0.05 at 600 nm (00600) when addcd to 30 mi of MM. 
These cultures were grown for 24 h in 125 mi Erlen 
meyer flasks to deplete any endogenous pantothenate. 
Cclls were then hanrcstcd and washcd as describcd aboye 
and added to fresh MM or MMP in the same manner as 
for the first inoculation and culturcd for 15 hours. Bac
terial growth was quantified by measuring optical density 
at 600 nm (00600) every 3 hours. Antibiotics were used 
at the following concentrations (in flg mr!): chloramphe
nicol (Cm), 30; tetracycline (Te), 10; kanamycin (Km), 30; 
gentamicin (Gm), 30; spectinomycin (Sp), 100; nalidixic 
acid (Nal), 20. E. coli transformants harboring recombi
nant plasmids (¡3 -galactosidase-positivc) were identified 
by growth on LB plates with 30 flg mr! 5 -bromo -4 -
chl oro-3-indolyl-¡3 -O-galactoside (X -Gal). 

ONA manipulations 
Standard tcchniqucs dcscribcd by Sambrook et al. [28 ) 
wcre uscd for plasmid and total DNA isolation, restriction, 
cloning, transfomations, and agarose gel clectrophoresis. 
Plasmid mobilization from E coli to Rhizobium was done 
by conjugation performcd on PY plates at 30' C by using 
overnight cultures grown to st ationary phase. Donors 
(E. coli strain S1 7- 1) and recipients (R. etli CFN42 wild 
type and mutant strains) were mixed at a 1:2 ratio, and 
suitable markers were uscd for transconjugant sclection. 

Mutagenesis of the panC and panB genes and genetic 
complementation of mutant strains 
Mutants were generatcd by site-directcd vector integra
tion mutagenesis. Internal 400 bp O NA fragments of 
panC and panB wcre amplified by PCR with primers A 
and B; C and O, respectively (Table 3). PCR fragments of 
panC and panB were cloned in vector pBC as 400 bp 
BamHI -Xbal fragments, generating pBCl and pBC2 
respcctivcly, and then subcloncd as Kpnl -Xbal fragments 
into suicide vector pK18mob [29) to form plasmids pTVl 
and pTV2, respectively. These plasmids were mobilized 
into R. etli CFN42 by conjugation and single crossover 
recombinants selected on PY pi ates containing Km and 
N a!' The disruption of the panC and panB genes was 
confirmcd by Southern blot analysis using a 4oo-bp PCR 
internal fragment of each gene as a probe (data not 
shown). The resultant mutants were namcd ReTVl and 
ReTV2 respectively. To complement the phenotype of 



47 
 

 

 

Villa5eñor et al. BMC Microoiology 20 " , 11:66 
http"//WWW".blomedcentraLcomf 1471 -2180111/66 

Table 3 Primen used in this work. 
Primer 

A 

e 
D 

G 

H 

Se-quence (5'- 31 

GCGGATCCG AAGACCTCAGCAAATACCCGC 
CGGAGGATCCGCGCCACGACGACCGACCCGCC 
CGGGTCTAGACTCGGCATGGTGCTCTATGGCA 
GACGTCTAGACDTGAAATCGTTCJ\AGAGCC( 
TGATGGTACCTTGACGGATGGGGCAATIGCGG 
GGCGCTCTAGAATCCGATGGCGCTCAmcG 
GCGGGCGGTACCAGCCGGGAAAGGGAGTG 
AAGCGTCTAGAGCffiCGTffiACGGCCG 
CGTCAAGGTACCATCCCTlCTGACCGCCTG 
CCCCCTCTAGACGCTGGGGAGAAGGGACTC 
GCTGTGGTACCCGCCGTCCCGGCACTCGCG 
N:.CffiCT AGA TGCCGACCTGGN::J:j(jNjG 

Tho! r~tri«ion s~~ a ... indica!ed In boId. 

the panC and panB mutan ts , plas mids pT V4, pTV5. 
pTV6 and pTV7 we re const ructed as follows: a 3.1 kb 
EcoRI fragment from cosmid vector pCos24, isolated 
from a genomic library of R. etli CFN42 [3OJ and contain
ing the pallC and pallB genes , wa s subd oned in broad
host-range vector pRK78 13, generating plasmid pTV4. 
To construct plasmid pTV5, a 1.2 kb fragrnent containing 
only ¡xmC (894 bp) was amplificd by PCR with primers E 
and F and doned in the KpnJ-Xbal si tes in the broad
host-range vector pBBRMSC3 so that the gene would be 
constitutivclyexpressed from the vcctor's laeZ promoter. 
Pr irn ers G and H (Table 3) were used to amplify a 1 kb 
PCR fragment contai ning only the panE gene (822 bp). 
This DNA fragme nt was doned in plasm id pBBRMSC3 
in the KpIIJ-Xbal restriction sites, generating plasmid 
pTV6. Plasmid pTV7 co ntains the second parlE gene 
(RHE_PE00443), encoded on R. etli plasmid p42c, thi s 
ge ne was amplified with primers 1 and J. The resulta nt 
1 kb PCR fragment was cloned in the KpllJ-Xbal sites of 
plasrnid pB8 RMSC3. To complement the growth defi
cicncy of strain CFNX 186, a derivativc of R. etli CFN42 
cured of plasmid p42f. plasmid pTV4 and cosmid vector 
pCos24 were introduced by conjugat io n. The comple
mented strains obtained were named CFNX I86-4 and 
CFNX 186-24 res pccti vely. The argE gene was disrup tcd 
as desc ri bed above. Briefly, an internal 400 bp PCR frag
ment of atgE amplified with primers K and L was cloned 
directly in pK I8mob using the Kpll l and Xba l sites to 
give pTV3 (Table 1). This recombinant su icide pl asmid 
was mobilized into R. elli CFN42 and the resultant 
mutant named ReTV3 (Table 1). 

Filter blots hybridization and plasmid visualizatíon 
For Southern -type hybridiza tions. ge nomic DNA was 
digested with appropriate restriction enzymes, electro
phoresed in 1% (w/v) agarose gels, blotted onto nylon 
membra nes, and hybri dizcd under stringent conditions, 
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as previously reportcd by [3 1) . using Rapid-hyb buffer. 
To use the palie and paliE ge nes as probes, both genes 
were amplificd by PeR. separated on a 1 % agarose and 
pu rifi ed by a PCR pur ification kit (QIAquick). They 
were labc led with Jo.-32 P)dCTP using a Rcdiprime DNA 
label ing system. Plasmid profiles were visuatized by the 
Eckhardt tcchnique as modified by [21), and hybridized 
in a similar manner. 

Identification of orthologous proteins. multiple sequence 
alignments and phylogenetic analysis 
AII genomic sequ ences an alyzed in th is study were 
obtaincd from the Integra ted Microbial Genomes System 
o f the DOE Jo int Genome Inst itute http:// img.jg i.doe. 
gov/ ). \Ve obtained protein and gene scquences of pallB, 
panC and 10 ch romoso mal housekeeping genes lfusA, 
guaA, ileS, irlfE, rceA. rplE, rpoB, rpoe. seeY alld \lalS ) 
from 16 rhizobial spec ies. Accession numbers for these 
sequences and the spccies list are shown in Table SI (scc 
Additional file 1). An orthologous data set for each gene 
was constructed usi ng 81as t [32J and the bidirectio nal 
best hit method applying the c ri teria reportcd by Poggio 
et al (33). Multiple alignments of putative orthologous 
proteins were pcrformed using the MUSCLE program 
[34) with dcfau lt sett ings. After removin g poorly con 
served rcgions two concatenated protein al ignments were 
obta ined, one fo r the 10 ch romosomal housekeep ing 
genes (8469 arnino acids) and the other for paliE and 
panC (659 amino acids). Both concatenatcd protein mul
tiple alignments were used to generate nucleic adds mul
t iple al ignme nts of the ir respect ive ge nes with the 
Tranalign program of the EMBOSS suit http://emboss. 
sourccforge.netl. Nucl eic acids multiple alignments were 
used to obtain two phylogenies with the maximum likeli
hood method implemented in PHYML (35) with HKY as 
substitution modcl [36J. The phylogenetic rcconstruction 
was carried out with a nonparametric bootstrap analysis 
of 100 rep licates for each alignment. TreeDyn program 
(37J was used to visualize and edit both phylogenies. 

Additional material 

Additional file 1: Table SI . RhilOllal species liS( and accessioo numbers 
of housekeeping ilnd panCB gene5 U5ed fo, phyIogenaic anal~. 

lIst of abbreviations 
PBAL: p.lIlI"OiIfe-{3--elanine ligase; MOHMT: 3-mef~2-QJ«.lboJt¡¡noafe 
h}dJOxymatr¡~'ilnsferilse; J\o'M: minirml mediurn 
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Resultados Adicionales. 

Diseño, generación y evaluación de deleciones programadas en el plásmido p42f. 

Para explicar la incapacidad de las cepas CFNX186-4 y CFNX186-24  para recuperar total 

crecimiento en MM proponemos como hipótesis que además de las enzimas para síntesis de 

pantotenato, otras  enzimas codificadas en el plásmido p42f son necesarias para crecimiento 

en MM.  Estas enzimas no pudieron ser identificadas a partir de la re-anotación del genoma 

con KAAS. Para comprobar la hipótesis realizamos una serie de deleciones sitio-dirigidas del 

plásmido mediante el sistema de recombinación sitio específica Cre-loxP, del fago P1 (Figura 

3B). En este momento, hemos diseñado y realizado un total de 4 deleciones sobre el p42f 

(Figura 4), estas son, deleciones en diferentes regiones de dicho plásmido, así como 

deleciones sobrelapantes (Figura 4). Las deleciones generadas nos han permitido obtener 

diferentes tamaños del plásmido p42f, los cuales son fácilmente visibles mediante técnicas de 

electroforesis tipo Eckhardt, la cual consiste en una lisis suave de la bacteria dentro del gel de 

agaorsa, que permite la visualización de plásmidos de grán tamaño (Eckhardt, 1978) (Figura 

5). En todas las deleciones se observa un cambio en la movilidad electroforética con respecto 

al p42f silvestre (Figura 5). Las deleciones con las que actualmente contamos, se han 

nombrado de la siguiente manera: Δ100-600, Δ006-100, Δ100-214 y Δ308-600, nomenclatura 

que indica las kilobases que comprende el fragmento de ADN eliminado (Figura 4 y 5). Es 

importante resaltar que en todas estas mutantes están presentes los genes panCB. Los 

resultados demuestran que todas las cepas con diferentes deleciones sobre p42f presentan una 

disminución en el crecimiento en medio mínimo con respecto a la cepa silvestre (Figura 6), 

siendo la deleción Δ100-600 la que presenta la mayor disminución. Analizando las otras 

deleciones, encontramos que en la deleción Δ006-100 que comprende una región de 



51 
 

aproximadamente 94 kb eliminadas y presenta una disminución aproximada de 20% en el 

crecimiento (Figura 6). En la deleción Δ100-214, se presenta una disminución aproximada 

del 10% de crecimiento (Figura 6). En la deleción Δ308-600, eliminamos 292 kb, 

aproximadamente, la disminución del crecimiento es de casi el 25%. Como se menciona al 

principio de este párrafo, la deleción Δ100-600 presenta una disminución de 65%, 

aproximadamente, siendo este resultado parecido al que obtenemos cuando una cepa curada 

de p42f se crece en presencia de pantotenato, o bien cuando esta misma cepa se complementa 

con los genes panCB en trans (ver Villaseñor et al., 2011, “Figure 2b y 3”).  

Es importante resaltar que, aunque contamos con deleciones que cubren grandes 

regiones de p42f, como se puede apreciar en la figura 6; aun no hemos sido capaces de 

eliminar la región del plásmido comprendida entre las kilobases 214 a 308, por lo que esta 

región se mantiene inexplorada.  
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Figura 4. Diseño de las deleciones realizadas en el plásmido p42f. Cada una de las deleciones se llevó a cabo 
mediante el sistema Cre/loxP. Los semicírculos de colores indican el fragmento del plásmido que fue eliminado. Los 
mismos colores corresponden a las barras de crecimiento de la figura 6. 
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Figura 5. Electroforesis tipo Eckhardt de las deleciones realizadas sobre diferentes sectores del plásmido p42f. 
Cada una de las deleciones realizadas sobre el p42f genera un nuevo plásmido de tamaño variable que se ve 
reflejado en el movimiento electroforético.  
 
 

 
 
Figura 6. Crecimiento de distintas cepas que carecen de diferentes fragmentos del p42f medido por D. O a 
620nm. Todas las cepas fueron inoculadas a una D. O. inicial de 0.05. Las gráficas representan el crecimiento 
después de 15 horas en MM con succinato-amonio sin pantotenato. Las barras muestran el promedio de al 
menos tres experimentos independientes. CFNX186 es la derivada curada del plásmido p42f y CFNX186-4 es 
la misma cepa, pero complementada con los genes panCB 
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Caracterización de la vía de síntesis de pantotenato en los rhizobios. La presencia 

de los genes panCB en plásmido, nos llevó a investigar dónde se encuentran codificados el 

resto de los genes necesarios para la vía de síntesis de esta vitamina. En E. coli, los genes 

para la síntesis de pantotenato, panCB, se encuentran muy cerca de otro gene que también 

participa en dicha vía, panD (Figura 7). Este último codifica para la enzima L-aspartato-1-

descarboxilasa (ADC), que se encarga de descarboxilar aspartato para producir β-alanina 

(Figura 8). Contrario a lo que ocurre en otras bacterias, en la  vecindad de los genes panCB 

de R. etli no está localizado panD. Lo más interesante es que en la secuencia completa del 

genoma de R. etli CFN42 no está anotado el gene panD ni la enzima ADC. 

 

 
 
Figura 7. Organización genómica de los genes para la síntesis de pantotenato en diferentes bacterias. En la mayoría 
de estos ejemplos (L. monocitogenes, E. coli, E. caratovora, S. typhimurium, S. flexneri y P. aeruginosa) los genes 
panCB (amarillo y rojo, respectivamente) se encuentran cerca de otro gene, panD (anaranjado), encargado de 
sintetizar β-alanina, crucial para sintetizar pantotenato. En R. etli, R. leguminosarum, S. meliloti, B. suis, B. abortus, 
B. melitensis, y B. japonicum, solo panCB se encuentran cerca uno del otro y no se identifica a panD cerca de estos. 
En algunos casos (C. crescentus y B. cenocepacia) se distingue panC (amarillo) y panD (anaranjado), pero no panB. 
En el caso de A. tumefaciens, sabemos, por la anotación que existe un panD, sin embargo no esta cerca de panCB, 
aunque los tres están codificados sobre el cromosoma II lineal. La figura fue generada mediante el uso del servidor 
GeConT (http://bioinfo.ibt.unam.mx/gecont_1/). 
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Figura 8. Vía de síntesis de pantotenato. La vía de síntesis de pantotenato ha sido ampliamente descrita en 
enterobacterias, la vía básicamente consta de dos pasos: síntesis de β-alanina, a partir de la descaboxilación de 
aspartato y la síntesis de pantoato. La unión de pantoato y β-alanina se lleva a cabo mediante la enzima PanC 
(Tomado y modificado de von Delft et al., 2001). 
 

Buscamos el gene panD en la base de datos de rhizobios, (www.xbase.ac.uk/rhizodb/) 

y encontramos que en A. tumefaciens C58, una bacteria filogenéticamente cercana a R. etli 

CFN42, sí está presente el gene panD que codifica para una ADC. Posteriormente y de 

acuerdo con los programas de búsqueda de similitud BLASTP y PsiBLAST, utilizando la 

ADC presente en A. tumefaciens como “query”, encontramos que dicha enzima está ausente 

en los genomas de otros rhizobios como R. leguminosarum 3841 y S. meliloti 1021 (Tabla 4). 

La ausencia de esta enzima se extiende a otros miembros del orden rhizobiales (Tabla 4). El 

mapa de vías metabólicas de KEGG señala la ausencia de la enzima ADC y sugiere que R. 

etli CFN42 podría sintetizar β-alanina a partir de la degradación de uracilo, a través de 3 

pasos enzimáticos mediados por: dihidropyrimidina deshidrogenasa (dpyd, EC:1.3.1.1), 

fenilhidantoinasa (dht, EC:3.5.2.2), y alantoato amidohidrolasa (amaB, EC:3.5.1). Esta vía es 

inusual en bacterias (todas las mutantes panD reportadas son auxótrofas de pantotenato), pero 

común en organismos eucariontes, principalmente en plantas (Zrenner et al., 2006) (Figura 
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9). Esta aparente ausencia de ADC, nos ha llevado a proponer la hipótesis de que  la síntesis 

de β-alanina en R. etli se lleva a cabo a partir de la degradación de uracilo. 

Tabla 4. Enzimas involucradas en la síntesis de β-alanina. El producto de panD descarboxila aspartato y 
produce β-alanina. Los productos de dpyd, dht y amaB codifican enzimas que degradan uracilo obteniendo 
como producto final β-alanina. 

BACTERIA/vía metabólica panD dpyd dht amaB 
A. tumefaciens C58 + - + + 
A. sp ATCC3749 + - + + 
A. rizhogenes + - + + 
A. radiobacter K84 - + + - 
A. vitis S4 - + + - 
S. meliloti 1021 - + + + 
S. medicae - - + - 
S. fredii NGR234 + + + - 
M. loti + + + + 
M.loti R74 + - + - 
M. sp BNC1 + + + + 
B. japonicum + - + + 
B. sp ORS278 - - + - 
R. etli CFN42 - + + + 
R. leguminosarum - - + + 
R. leguminoarum bv trifolii WSM2304 - - + + 
R. leguminosarum bv trifolii 1325 - - + + 
R. etli CIAT 652 - - + - 
M. extorquens AM1 - - - - 
M. radiotolerans JCM2831 - - + - 
M. nodulans ORS2060 - - + - 
N. hamburgensis X14 - - - - 
B. abortus S19 + - - - 
B. melitensis + - + + 

 
 

 
 
Figura 9. Vía de síntesis de β-alanina a partir de la degradación de uracilo. La vía involucra tres enzimas 
codificadas por dpyd (dihidropirimidina deshidrogenasa: EC:1.3.1.1), dht (fenilhidantoinase: EC:3.5.2.2), y 
amaB (alantoato amidohidrolasa: EC:3.5.1.-)  
 

Para comprobar la hipótesis, realizamos una mutación en el gene amaB cuyo producto 

cataliza el último paso de la vía de degradación de uracilo obteniéndose como producto final 
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β-alanina. La correcta interrupción del gene amaB se validó mediante ensayos tipo Southern. 

Una vez hecho esto, procedimos a evaluar su posible auxotrofía creciéndola en medio 

químicamente definido sin β-alanina, sin embargo, el crecimiento de esta cepa no disminuye, 

lo cual sugiere fuertemente que la vía de síntesis de β-alanina no  ocurre por la vía de 

degradación de uracilo. Por medio de análisis realizados mediante búsquedas tipo BLASTP 

encontramos un gene parálogo de amaB, aunque la identidad es muy baja (32%),  debemos 

hacer una mutación en el parálogo, así como obtener una doble mutante, para evaluar su 

participación en la síntesis de β-alanina. Nuestra segunda hipótesis propone que la síntesis de 

β-alanina podría llevarse a cabo por una proteína no ortóloga de ADC, y que no hemos sido 

capaces de identificar con métodos convencionales dada su lejanía con respecto a ADC bona 

fide. Para tratar de confirmar nuestra segunda hipótesis, construimos dos mutantes panD, por 

un lado, una mutante panD de A. tumefaciens y por otro lado una mutante panD en E. coli 

K12, las cuales serán complementadas con un banco del genoma total de R. etli, esperando 

encontrar un fragmento de ADN que codifique para la proteína no ortóloga de PanD. La otra 

alternativa es realizar experimentos de mutagénesis al azar en R. etli CFN42 para obtener una 

auxótrofa de β-alanina o de pantotenato 

 

Generación de las mutantes panD de A. tumefaciens C58 y E. coli K12, y 

evaluación del crecimiento en MM. La mutación en A. tumefaciens se realizó 

interrumpiendo el gene panD con un “cassette” de resistencia a espectinomicina, mediante 

una doble recombinación. La mutación en E. coli se realizó mediante intercambio alélico, 

sustituyendo el gene panD por un “cassette” de resistencia a kanamicina (Datsenko y Wanner, 

2000). Para verificar si son auxótrofas de β-alanina, ambas mutantes se crecieron en MM en 
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ausencia del respectivo aminoácido. La mutante panD::ΩSp de A. tumefaciens  continuó 

siendo protótrofa de β-alanina ya que no perdió la capacidad de crecer en medio mínimo. El 

resultado anterior nos lleva a proponer tres hipótesis: primero, la ADC de A. tumefaciens no es 

funcional. Segundo, existe más de una vía de síntesis de β-alanina en esta bacteria. Tercero, 

posiblemente, la síntesis de β-alanina en A. tumefaciens se realiza a través de la degradación 

de uracilo, ya que se ha reportado recientemente que en A tumefaciens es posible obtener, con 

fines biotecnológicos, β-alanina a partir de la degradación de uracilo, ya que la enzima N-

carbamoil-β-alanina amidohidrolasa (NCβAA) ha sido caracterizada por Martinez-Gómez y 

colaboradores, donde han encontrado que in vitro dicha enzima hidroliza N-carbamoil-β-

alanina produciendo CO2, NH3 y β-alanina, así como otros β-aminoácidos y taurina 

(Martinez-Gómez et al., 2009).Contrario al  resultado que tuvimos con A. tumefaciens, la 

mutante ΔpanD::km en E. coli si mostró un fenotipo de auxotrofia por β-alanina muy claro, 

por esto, decidimos comenzar nuestros experimentos de complementación con la cepa 

mutante en E. coli. 

 

Complementación de la mutante E. coli ΔpanD::km. Una vez que logramos 

obtener la mutante panD de E. coli, nos dimos a la tarea de realizar la complementación con 

un banco genómico de R. etli CFN42, para esto, realizamos una cruza triparental en medio 

rico PY entre la cepa mutante panD resistente a rifampicina (receptora), una cepa que porta 

un plásmido “helper” que lleva los genes tra para conjugación y la cepa donadora, en este 

caso una cepa de E. coli HB101 la cual porta segmentos del genoma de R. etli clonados en el 

cósmido pLAFR1 Tcr. Después de 24 h,  la cruza se resuspendió en una solución de Sulfato 

de Magnesio-Tween y diluciones de la misma se platearon en medio  M9 sin pantotenato, 
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con tetraciclina 10µg/ml y rifampicina 25µg/ml para seleccionar a las mutantes 

complementadas, así como en medio rico PY con rifampicina y tetraciclina como control de 

la eficiencia de conjugación. En un primer experimento no crecieron transconjugantes en el 

medio selectivo, pero sí en el medio control. Lo anterior indicó que los eventos de 

conjugación se llevaron a cabo de manera positiva, pero no se logró complementar la 

auxotrofía de la mutante panD de E.coli. La falta de complementación nos llevó a investigar 

si una mutante de E. coli puede ser complementada con genes de R. etli, para descartar 

posibles resultados negativos en nuestra complementación heteróloga, mutantes de E. coli  en 

los genes panC y panB, denominadas JW129 y JW130, respectivamente, auxótrofas de 

pantotenato fueron complementadas con el plásmido pTV4 (genes panC y panB de R. etli 

CFN42) y pCos24 (panC, panB, katG, oxyR y 20kb más, de R. etli CFN42), los cuales se 

utilizaron en el trabajo publicado (Villaseñor et al., 2011) y del cual se hace mención previa. 

Las cepas mutantes complementadas (JW127/pTV4, JW129/pCos24, JW130/pTV4 y 

JW130/pCos24) recuperan en su totalidad la capacidad para crecer en medio M9 sin 

pantotenato, lo cual nos demuestra que los genes provenientes de R. etli sí funcionan en E. 

coli. Sin embargo, la mutante panD de E. coli no se complementó con la copia de panD de A. 

tumefaciens en trans (datos no mostrados). Cuando comparamos PanD en E. coli contra 

PanD en A. tumefaciens, encontramos que existe un índice de identidad de 42% y una 

similitud de 55%, mientras que, en el caso de PanC y PanB de R. etli, contra E. coli, 

encontramos un índice de identidad de 43% y 38%, respectivamente. Lo anterior pone de 

manifiesto que aún cuando los índices de identidad y similitud sean elevados, no significa 

que siempre se puede realizar una complementación heteróloga. La falta de complementación 

con el banco también podría deberse a la ausencia del fragmento de ADN en el cual esté 

codificada la supuesta ADC. 
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Esto, sin duda, nos plantea un nuevo reto: investigar si en R etli la síntesis de β-

alanina se realiza a través de la descarboxilación de aspartato, lo que nos lleva a incluir 

dentro de nuestra estrategia experimental montar el ensayo para medir la actividad de 

aspartato descarboxilasa a partir de un extracto crudo de proteína. El resultado de este ensayo 

determinará si continuamos con la complementación heteróloga o implementamos los 

experimentos de mutagénesis al azar para obtener una cepa de R. etli auxótrofa de β-alanina. 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo encontramos, de manera experimetal, que dos de las cuatro enzimas 

requeridas para la biosíntesis de pantotenato (Figura 8), están codificadas en plásmidos en R. 

etli y R. leguminosarum. Estos resultados indican que se requiere de más de un replicón para 

la síntesis de esta vitamina. Trabajos previos sobre la síntesis de lipopolisacárido, el principal 

componente estructural de la membrana externa de bacterias Gram negativas, así como la 

síntesis de tiamina en rhizobios demuestran la participación de enzimas codificadas en un 

plásmido (p42b) y el cromosoma (García de los Santos y Brom, 1997; Miranda-Ríos et al., 

1997). La conectividad funcional entre enzimas de los siete replicones también ha sido 

sugerida mediante un análisis in silico de todo el genoma de R. etli CFN42 con NEBULON, 

un método bioinformático que predice relaciones funcionales entre enzimas (Gónzalez et al., 

2006; Janga et al., 2005). Todos estos resultados fortalecen la hipótesis de que en las 

bacterias con genomas multireplicón se requiere de una cooperación funcional entre los 

diferentes cromosomas y plásmidos para que la célula pueda llevar a cabo algunas de sus 

funciones metabólicas básicas.  

Por los resultados presentados en nuestro trabajo, sabemos que, además de las dos 

enzimas necesarias para la síntesis de pantotenato, existen otros genes que participan en el 

crecimiento óptimo de la bacteria en un medio definido, pues una cepa de R. etli que carece de 

todo el plásmido p42f (CFNX186), solo reestablece su crecimiento en un 50% si se 

complementa con la copia silvestre de los genes panCB, o se crece en presencia de 

pantotenato. La localización de dichas funciones está siendo analizada mediante la 

eliminación consecutiva de fragmentos del genoma que den origen a una disminución en su 

cinética de crecimiento. Hasta ahora, todas las deleciones muestran una disminución en el 
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crecimiento que va desde un 15% hasta un 65% (Figura 6). De acuerdo con nuestros datos, en 

todo el plásmido p42f hay funciones importantes para el crecimiento en medio mínimo que 

contribuyen en menor (Δ100-214) o mayor grado (Δ006-100, Δ308-600, y Δ100-600) al 

crecimiento óptimo de R. etli CFN42 (Figura 6). En este momento, nos encontramos 

analizando cada una de las regiones eliminadas con la finalidad de encontrar posibles blancos 

que se relaciones con nuestro fenotipo para realizar mutaciones en ellos o bien diseñar sub-

deleciones que nos permitan encontrar genes importantes. Hasta ahora hemos encontrado 18 

genes relacionados con el metabolismo de diferentes compuestos, como azucares y ácidos 

grasos, los cuales se encuentran situados en diferentes regiones del plásmido. En el plásmido 

p42f se encuentran codificados 49 reguladores transcripcionales, siendo los más representados 

los pertenecientes a las familias LysR, AraC, GntR y TetR (González et al., 2006). Hasta 

ahora, solo se ha descrito la importancia de oxyR, el regulador de la única catalasa presente en 

R. etli (Vargas et al., 2003), sin embargo, en este momento, no podemos descartar la 

posibilidad de que el fenotipo de R. etli sea debido también a la importancia de otros 

reguladores transcripcionales presentes en el p42f que, al ser eliminados en una cepa curada 

de dicho plásmido, la expresión de genes dentro dentro del mismo p42f, o incluso fuera de el, 

se vean afectados en su expresión.  

La arquitectura multireplicón y su conectividad funcional entre los diferentes 

replicones, debido a la presencia de enzimas que catalizan procesos metabólicos 

fundamentales, podrían ser parte de un proceso evolutivo dirigido hacia la formación de 

cromosomas adicionales, en el cual los plásmidos y los mecanismos de recombinación juegan 

un papel fundamental. Aunado a todo esto, p42f es un replicón en el que están conservados el 

contenido y el orden de los genes en comparación con otras cepas y especies de Rhizobium, 

tales como R. leguminosarum biovariedades viciae y trifolii, además de que el contenido de G 
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+ C es muy parecido al del cromosoma, 61% (González et al., 2006), así como al de otros 

replicones importantes previamente descritos, como p42e (Landeta et al., 2011). Lo anterior 

indica que, p42f es un replicón que se ha mantenido dentro del genero por mucho tiempo, y 

descarta la posibilidad de que haya sido adquirido por eventos de transferencia horizontal 

(González et al., 2006).  

La ventaja de los genomas multireplicón no está del todo clara, de acuerdo con Slater 

y colaboradores, el tener más de un replicón puede puede permitir la acumulación de genes 

cuando el cromosoma I no puede ya soportar mayor carga genética (Slater et al., 2009). Sin 

embargo, parece que dentro de las Rhizobiaceas, diferentes espcies parecen soportar la 

acumulación de genes de diferentes maneras, ya que en especies de Bradyrhizobium y 

Mezorhizobium, solo encontramos cromosomas I de tamaño considerable, con pocos, o en 

algunos casos, ningun plásmido asociado a dichos genomas. En contraste, cepas de 

Agrobacterium y Rhizobium poseen mas de un cromosoma o un número variable de 

replicones de gran tamaño, que van desde uno hasta seis. Dichos replicones muestran 

acumulación genética al parecer variable, como se ve reflejado en su tamaño, el cual varia de 

acuerdo a la cepa. Sin embargo, debemos considerar también la posibilidad de que el 

movimento de grupos de genes esenciales hacia un replicón diferente al cromosoma I, sea 

simplemente un evento que observamos en un momento de la evolución de la bacteria, sin 

que esto implique ventajas selectivas. Movilizaciones adicionales de genes esenciales, del 

cromosoma I a un replicón diferente, podrían consolidar la naturaleza esencial de dicho 

replicón. Sin embargo, queda claro que la organización genética, incluso de los genes 

esenciales, es mucho más complejo y dinámico de lo que se ha pensado.  

 Con el número de genomas bacterianos secuenciados en aumento, la necesidad de 

homogenizar la nomenclatura de estos replicones con funciones esenciales, se hace presente. 
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Desde nuestro punto de vista, el hecho de que el plásmido p42f debiera ser considerado un 

cromosoma en formación o un cromido se apoya en el hallazgo de dos genes que son 

esenciales para el crecimiento de la bacteria, pero además la, la compleja auxotrofía de una 

cepa sin p42f, de acuerdo a nuestros resultados, nos hace pensar en que el numero de genes 

esenciales podría ir en aumento.  

Un dato muy importante que se deriva de nuestro trabajo es la versatilidad en la 

manera de sintetizar β-alanina que tienen los rhizobios, contrario a lo establecido por el 

estudio de las ADC de enterobacterias. Como pudimos corroborarlo de manera experimental, 

una mutante panD de A. tumefaciens no presenta auxotrofía por β-alanina, aun cuando al 

parecer tiene un PanD bona fide y de copia única en el genoma. Este resultado pudiera 

deberse a la presencia de la enzima N-carbamil-β-alanina amidohidrolase, la cual por 

experimentos in vitro sabemos que cataliza la hidrólisis de N-carmamoil-β-alanina (producto 

de la degradación de uracilo) y produce β-alanina (Martínez-Gómez et al., 2009). 

Comparaciones tipo BLAST indican que ésta enzima está duplicada en A. tumefaciens y R. 

etli aunque entre ambos existe un 32% y 48% de identidad y similitud, respectivamente, por lo 

que el análisis genético-funcional requiere de dobles mutantes. 

Nuestros estudios preliminares sobre la síntesis de β-alanina en R. etli, abren la 

posibilidad de encontrar diferencias respecto a la síntesis de este aminoácido precursor de 

pantotenato, entre el modelo más estudiado (enteróbacterias) y rhizobios. La importancia de 

entender dichas diferencias es el tema en el cual están enfocando nustros esfurzos en la 

actualidad y esperamos que un futuro cercano, podamos entender y explicar la síntesis de 

moléculas de importancia metabólica en R. etli CFN42. 
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CONCLUSIONES. 

 El plásmido p42f de R. etli CFN42 posee elementos importantes que, en conjunto, 

permiten a la  bacteria crecer de manera óptima en un medio químicamente definido. En este 

trabajo, encontramos que parte de ese grupo de genes está conformado por panCB, los cuales 

son indispensables para la síntesis de pantotenato, precursor esencial de la coenzima A.  

 La presencia de los genes panCB en plásmidos es poco común dentro del orden 

rhizobiales, pues está restringido a Rhizobium etli y Rhizobium leguminosarum.  

De acuerdo a nuestro análisis filogenético, la inusual presencia de panCB en plásmidos 

no se debe a un evento de transferencia horizontal sino más bien a una transferencia 

intragenómica del cromosoma a plásmidos.  

 Por sí solos, los genes panCB no son capaces de restaurar en su totalidad el crecimiento 

en medio definido de una cepa que carece de todo el plásmido p42f. Lo anterior sugiere que 

existen otras funciones  necesarias para un crecimiento óptimo.  

En los genomas de R. etli y otros rhizobios, no está codificada la enzima ADC típica de 

enterobacterias.  
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PERSPECTIVAS. 

 Identificación de elementos importantes en el p42f. Consideramos de gran relevancia 

identificar las funciones codificadas en el plásmido p42f, diferentes de panCB que son necesarias 

para el crecimiento en MM. Creemos que el esquema de deleciones consecutivas es el apropiado 

para ir delimitando la región involucrada, hasta llegar a un conjunto de genes cuya contribución al 

crecimiento pueda ahora ser analizado por mutaciones. 

 Explorar si R. etli CFN42 realiza descarboxilación de aspartato para obtener β-

alanina. Se debe montar un ensayo enzimático de descarboxilación de aspartato y determinar si R. 

etli sintetiza β-alanina por la vía clásica pero con una ADC atípica. La ausencia de actividad 

enzimática indicaría que estas bacterias utilizan una vía de síntesis alternativa.   

 Realizar un análisis bioinformático analizando los dominios de ADC. Utilizando la 

secuencia de PanD de A. tumefaciens, podemos realizar una búsqueda de los ortólogos mediante 

BLAST. Posteriormente, tomamos las secuencias con los mejores e-value y mediante la utilización 

del programa MEME buscamos motivos en las secuencias obtenidas de BLAST. Con los motivos 

que se obtengan, realizamos una búsqueda, utilizando el programa MAST, sobre todo el genoma de 

R. etli CFN42, con cada uno de los motivos previamente obtenidos. Como una alternativa, 

podríamos realizar un análisis filogenético de las ADC, con la finalidad de evaluar la divergencia 

estructural de estas proteínas y que nos dé indicios sobre posibles proteínas remotamente 

relacionadas con ADC pero que pudieran catalizar la misma función. Este análisis filogenético 

podría ayudarnos a entender si la ausencia de esta enzima está restringida al orden Rhizobiales o es 

una tendencia en todo el grupo de las α-proteobacterias. 
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 Experimentos de mutagénesis al azar. Con la finalidad de obtener una cepa 

de R. etli auxótrofa de β-alanina, podríamos implementar, con la utilización de transposones, 

ensayos de mutagénesis al azar e identificar aquellas colonias que crescan en presencia de β-

alanina, pero que no crescan si este aminoácido está ausente.  
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