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SUMBARY .

Strains of . ., and 3
decreased their capacity to grow after successive subcultures in
Minimal Medium (MM), with a pattern characteristic for each species.
During the growth in MM, a fermentation like response is characterized
by: organic acids and amino acids were excreted and poly-pB-

hydroxybutyrate {PHB) was accumulated, and concomitantly, che
activities of several TCA cycle and auxiliary ernzymes like PYC, PDH y
OGDH decreased substantially ox became undetectable, and cell

aggregation. Optimal and sustained growth and a low PHB content were
found in RB.mill when it was grown in MM in the presence of supplements
such as biotin, thiamine, glutamine, fatty acids (palmitic and
stearic) malate and fumarate or inoculated at a low cell density with
02 maintained al 20%. Although these Rhizobium strains arxre not
auxorrophic for biotin or thiamine the addition of each compound
restores enzyme activities.

accumulates PHB and this is a bioclogical marker of the
fermentative metabolism, to elucidate the role of PHB on the carbon
metabolism we constructed an PHB-negative mutant, d4did not
accumulate PHB under any condition tested; however, during growth in
MM large amounts of organic acids are excreted. The remarkable amount
of metabolites excreted by -the mutant-strain is direct evidence that
this strain is less capable than the wild-type strain of effectively
oxidizing the carbon source. This mutant grew poorly with pyruvate or
glucose as the carbon socurce. A lower NAD+/NADH ratio was observed in
the mutant strain, something that has to be related to the absence of
a sink (PHB) for reductive power. It is known that these cofactor,
inhibit some of the enzymes of the TCA cycle or auxiliary enzymes. Fo
instance, NADH inhibits PDH and OGDH. As already proposed for
PHB may be considered a necessary fermentative product that seques:ets
reductive power, allowing the TCA cyc¢le to operate under microaerobic
condition-.
biotin-supplemented cultures, rYC activity was
lub-tantially increased in all subcultures. This enzyme requires a
biotin prosthetic group for its activity. For this we cloned and
mutagenized the py¢ gene, the mutant was unable to grow in pyruvate as
a carbon source. During serial subcultivation in MM containing 30 mM
succinate, the E_.gtll parent and PYC mutant strain exhibited similar
decreases in growth rate with each subculture. Supplementation of the
medium with biotin prevented the growth decrease of the parent but not
the mutant strain, indicating that PYC was necessary for the grow:h of

under these conditions.

Isctopic studies with 14¢ and 13N-labeled compounds
demonstrated that in ER.etli and the glutamine nitrogen and
carbon are turned over to ammonium and C02; some o©of the ammonium
released is assimilated back into glutamine. In contrast to many other
bacteria, succinate is a good carbon source in and is

effectively oxidized to coz2 and oxidizes preferencially over
glutamine. However an RB.meliloti double mutant that lacks GSI and GSII
oxidizes glutamine more readily than succinate. GSII activity is very
low when glutamine is a carbon and nitrogen source. The 1lack of
induction of GSII in the absence of succinate suggests a role forxr this
organic acid in the induction of this enzyme.

M. en C. Sergio Manyel carnacién Guevara.

ve.
) / Jaime Mora C i—
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RESUMNEN.
dejan de

Cepas de % atdd. A.maliletd v l.z::-m
crecer despudéds de » ultivos sucesivos en Medio Minimo (MM) con un
patrén especifico para cada especie. Este crecimiento desbalanceado
estd asociado con un cambio de un metaholisme aerédbico a uno
fermentativo. Se observé simultdneamente excrecién de dcidos
orgénicos, aminoécidos, acumulacién de polibetshidroxibutirato (PHMB) y

< un decramento en la actividad de algunas enzimas del

ciclo TCA y enzimas auxiliares (anapleréticas) comc PC, PDH y
ademis de agregacién celular. Un crecimiento &ptimo, -o.:.ntdo
bajo contenido de PHNB fué observado en A.atld CE3 cuando fué cultiv-do
en MM con algunos suplementos adicionadoa como: b.
glutamina, &#cidos grasos (palmitico y estedrico), malato y Zusarato;
asi cuando el crecimiento fué en condiciones especiales de cultivo,
como el inocular a una baja densidad celular © @l smantener en el MM,
mediante burbujec, una concentracién de oxigeno entre 18 y 208. En MM
suplementado con tiamina o biotina la cepa silvestre de [ x]
mant iene niv.l... elevados de las enzimas del TCA. no es un

rofo de vitaminas, este organismo es capaz de sintetizarlas
Y la si{ntesis de estas pusde estar siendo reguladas negativamente en
cierto somento del crecimiento .

Uno de los marxcadores del cambio de metabolismo es la
acusulacién de PHB., para conocer el papel de la acumulaciédn de PHB en
el metabolismo de carbono se obtuvo una mutante en la PHB-sintasa

medioco una concentracién

2hhG~. la cual no acumula PHB y excreta al
mayor de 4dcidos orgénicos, lo Que indica gQue existe una menor
capacidad de oxidacidén de la fuente Ade carbono, inclusive esta mutante
no crece en piruvato o glucosa como fuente de carbono. Esto se debe a
que la alta concentraci de poder reductor, . no es secuestrado en
la sintesis de PHB podri{a estar inhibien algunas actividades
ant.ltic.- del TCA y de llqun-. enzimas .\uxilinrol como la

®@l PHB puede .-r con-idct-do un

ros Ppar
producto d. tomnt-ctén n.c..nr o ya qQue
permitiendo la operacion del TCA en ondicion.. mic ro-orébi.c.

Por considerarla una enzima importante en el n.cabol.i--o
aerébico de . fué clonado y mutagenizado el gene de la Piruvato
carboxilasa (PC) una enzima dependiente de biotinsa, observéndose que
la mutante no crece en piruvato como fuente de carbono y al serxr
subcultivadas en succinato 30 miM @8 incapaz de crecer aun en presencia
de esta vie-ninn. indicando Que esta enzima es necesaria para el
cracimiento de la bacteria al ser subcultivada en MNM.

Mediante el uso de conpu-.co. marcados con léc y 135
demostramos Qgue tanto como AR.malilagi la glutamina se
.;lcu.ntzl ciclando, degrada al = .no

que es eficientemente oxidado a CO2 y pre
la glutamina. Sin embargo una mutante de qu
oxida la qlucmxna en un grado m-yor gque .l& .uccimto.

<

G4 vy GEXXL

cundo la bacteria es cultivada en glutamina como
nitrégenc, la actividad de la es casi inpercopciblc. a p‘rdid.
4 esta actividad enzimstica nos augiere gque el succinato tiene un
importante papel en la induccién de la GSII.
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1. IWNTRODUCCION.
gran

) 21 nitrSgenoc es un elesento qu. Se encuentra en una
de en casi ¢t las macromoléculas de los

variedsd yestos y
organismos. las protefnas y 10. dcidos nucl‘tco- son especialmente
i€ el nitrd molecular se encuentra en
en la atmbSsfera, e85 relativamente inerte
de los seres vivos.

ricos en n
grandes c.ntid-do-
quinicamente no puede ser usado por la masyorfa
La gran sayoria de los organismos deben obtener su nitrégenco de al
ombinada, por ejemplo, nitrato, amonio, © compuestos més
8Sin embargo, estas formas combinadas de
las bacterias

forma <
cwl.jo. como amincdcidoa.
0N MUy escasas en el suelo, de tal menera gue
tljador.. de nitrdgcno Juegan un papel muy .i. ortante en la
incorporacitn del nitrdgenc atmosférico a comgp [ 2 dos .
® se ran

Algunas bacterias que fijan Nz fx
en asociacién con otros organismos con los que intercambian el
nitrdgeno fijado por carbono. Algunas de estas bacterias sufren
cambios wmetabSlicos que las conduce &4 fijar N2 y asociarse
efecientesente. Entre estas bacterias fijadoras de nitrégeno se
encuentran las del género las cuales fijan este elemento en
simbiosis con plantas legumincsas.
La fijacidén simbidtica de nitrSgeno tiene lugar en los
érganos especializados que se desarrcllan después de la
infeccién de esta bacteria en la rafiz de plantas leguminosas. En las
células infectadas del nédulo se observan formas diferenciadas de
. los bactercides., que son los que fijan nitrdégeno y aportan
el amonio rido ra @l crecimiento de la planta. En esta relacién
la bacteria proporciona amonioc a la planta a caﬂbto del carbono -
dsta le proves durante la relacidén .umocxc-. Varios modelos han sido
Propuestos para explicar como puede funcionar esta interaccidén (KRahn
ot al., 198S5; Kohl et al., 1968; NcDermott et al.. 1989; Mellor, 1989;
Srewin et al., 19%0; Udvardi y Kehn, 1992; van Rhijn et al., 1995) y
la idea central es gue la !ij-cién de nitrégeno se mantiene en un
medio ambiente donde la planta tiene un considerable contrcol sobre la
disponibilidad de nutr cntoo para la bacteria y la remocién de
productos del catabolismo
otro lado el crecimiento bacterianoc reguiere 1la
varias vias metabdlicas. El metaboliamo de carbono,
de temperatura, osmético, pH

Por
eootdin.eidn de
tré9 estréa oxidacivo.

efactos --p.radol. Pero gue

obal de la célula.

& veces son descritos cada como

estén .l.t—nto ligadas a través d.l metaboliamo gl

La disponibilidad limitada del oxigeno © los productos téxicos del
amp de éste pueden producir un cambio total en el metabolismo

metaboli
de la bacterias,

por msncionar sSlo un ejemplo.
objetivos principales del proyecto fué
os tiaiolégico. _qQue ocurren en la simbio
) 21 ido h-dcoriui.t:.ldo
ec

crecer gue sufre m durante su proceso de dit.t.ncxacxén En
3




la siguiente parte de la introduccidén (1.1) se analizarén los cambios
morfolégicos y fisiolégicos e & la fecha se han reportado en la
1lic en b ias que dejan de crecer cuando las condiciones del
medic ya no son favorables para continuar haciéndolo, de ésta manera
se podrdn comparar con los presentados por para snseguida
poder analizar los mecanismos moleculares asi como los reguladores del
crecimiento existentes en e r la posibilidad de

tas bacterias y ante.
la existencia de mecanismos similares en n&-‘-

1.1.- LA DISMINUCION DEL CARECIMIENTO.

Bl éxito de los procariotes para colonizar casi todos los
medios ambientes de nuestro planeta, td relacionado con su habilidaad
para replic répidamente cuando las condiciones son favorables para
Crecer. y en su capacidad para diferenciarse y para poder sobrevivir
cuando las condiciones impiden su crecimiento Sptimo. Para controlar
su medicambiente y para contender con los retos de su entorno, -
necesarioc el rdpido y eficiente control de su expresién genéti .
Muchos genes son seleccionados para ser expresados bajo diferentes
circunstancias y en muchos casos, esta expresién es regulada a través
del control en el inicio de la transcripcién. Los genes responden a
una circunstancia particular de su medio ambiente y con frecuencia
estén controlados por reguladores globales muy generales o regulones.
Esta organizsacién de reguladores globales permite un control
individual sobre genes, con diferente distribucién en el cromoscma.

Las redes regulatorias son necesarias. primero, porgue los
genes involucrados en una respuesta particular pueden estar o né
organizados en un s0lo operdén, y segundo, POrgue varios genes pueden
ser regulados independientemente; sin embargo en circunstancias
diferentes pueden estar sujetos a un control coordinado. Un ejesplo de
estos uWltimos son los genes y operones gque codifican enzimas
involucradas en la utilizacién de carbono y fuentes de energia, los
cuales requieren de la presencia de un sustrato especifico para su
induccf*an, ¥ los son controlados como grupo. por medio de represidén
catabdlica.

Muchas redes regulatorias de la célula responden a
diferentes tipos de estrés tales camo el calor, el estrés oxidativo,
dafio a el ADN ¥ limitacién de nutrientes. Los productos de los genes
de un regulén de respuesta & un estrés son necesarios para resistir
dicho cambico ambiental. Sin embargo muchos reguladores no responden
exclusivemente & un estrés en particular, y cen . do se
disminuye el crecimiento se activan varias redes regulatorias
aparentemente no ligadas (Van Bogelen et al.,1992; Groat et al..1886).
Los productos de €stos genes son interesantes ya que 8@ cConoce poco
acerca de ellos y de su participacién en la fisiolégia de la bacteria
como or ejemplo, iqQque pasa cuando la bacteria detiene su
crecimiento?, © :por qué en la dGltima parte de la fase estacionaria
las células sueren?. El andlisis de estas r P as ales p a.
ayudar a entender las bases biogquimicas de los procesos gque mantienen
© llevan a una pérdida de la viabilidad en los procariotes que no
tienen capacidad de diferenciacién.
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1.1.1.- CAMBIOS MORFOLOGICOS ¥ PISIOLOGICOS PRESENTERS
EN BACTERIAS QUE DEJAM DE CRECER.

Este fendmeno se encuentra ampliamente documentado en

b’ las cuales

presentan una serle de cambios fisioldgicos y morfoldgicos cuando

dejan de crecer. A continuacidén se describen los cambios que presenta
R.e0ll en las condiciones antes mencionadas.

Una disminucién de nutrientes en el entorno de R.Gall puede
conducir a una disminucién en la actividad metabdlica de este
organismo, en ocasicnes, a un nivel minimo. El término fa .
estacionaria del crecimiento de una bacteria se refiere a 1
condiciones en las cuales el organismo es incapaz dJde duplic-r-.
sufriendo una serie de cambios fenotipicos como son: i) cambio en la
composicién de los dcidos grasos y foafolipidos de la membrana interna
de la bacteria, que es la barrera més importante entre el citoplasma y
el medioc extracelular (El-Khani et al., 1981); ii)incremento en 1la
concentracién de lipopolisacdridos en la membrana externa (Ivanov et
al., 1989; iii)decremento en la capa de mureina (Allen et al., 1979);
iv) proteccién y condensacién del DNA (Mason et al.,. 1993) ;
vitranscripcidn dirigida por factores sigma alternativos (Lange et
al., 1991), fosforilacién de subunidades de RNA polimerasa’y
alteraciones en la composicién de ribosomas (Ozaki et al., 1991),
sintesis de ppGpp ¥ la disminucién de tRNA sintetasas (Jakubowski et
vi) cambios de dir.ccién on vias mtabélical afecténdose
actividades enzimdticas cor jient
1994); wvii) !omctén de llag.loa {(Amsler

o tato y glutémico al medio de crec
cumulacién de carbonc en forma de glucédgeno y
1., 1968) por mencionar algunas de los cambioas
et al 1995) .

En estas condicion la bacteria sufre también cambios en
sus circuitos metabélicos siendo excrecién de acetato el que més llama

la atencién, Este acetato se produce, aparentemente, por un
ineficiente funcionamiento del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos
(TCA), debidoc a que la a-cetoglutarato deshidrogenasa se pierde

(Amarasingham et al., 1965). El resultado, es un proceso no ciclico en
el cual existen dos brazos del ciclo TCA, uno de oxaloacetato a
succinato y el otro de oxaloacetato y acetil-CoA a a-cetoglutarato.
Estudios en la expresién de algunos genes como katk que codifica para
la catalasa HPIXI, sugieren gque los intermediarios del TCA, pueden ser
las seflales que disparan la sintesis de proteinas reguladoras cuando
se depriva de nutrientes el medio de cultivo (Loewen et al.,198S5).
Recientemente se han reportado genes cuyos productos funcionan en
estas condiciones metabdlicas. Por ejemplo, los genes de la piruvato-
formato liasa (gfl) y la piruvato oxidasa (pQx) Que se expresan
preferentemente en estas condiciones (Rasmussen et al., 1991; Chang
et al., 1994). Una observacién interesante e€s el incremento en la
citocromo d oxidasa dependiente de los reguladores globales arch/
Que monitorean el flujo de electrones a través de la
respiratoria (Georgiou et al., 1988).




2.1.3.- SINTESIS DR PROTEINAS EN CELULAS QUE DEJAN DB
CRECERR.

La adicién de inhibidores de la sintesis de proteinas por un
lapso en el comienzo de la fase de disminucidén del crecimiento
cionaria)., produce una disminucién dramética en la
cia de (Reeve ec al., 1984),

{Spector et al 1993) y especiea de yihxig (Nystrom et
La adicidén de tos inhibidores en la fase estacionaria
c;nn. poco efecto, lo que hace pensar que la sintesis de proce.{nal en
primarias del crecimiento tienen efecto en la supervivencia
pas posteriores (Reeve et al., 1984; Nystrom et al., 1990).
recientes en varios laboratorios han confirmado esta
ademéa han sido identificadas varias redes de genes
¥ los genes individuales relacionados con la supervivencia

{Nystrom et al., 1994a; 1994b; 1994c; Spector et al., 1992; Lange et
al., 1991; Tormo et al., 1990; Jenkins et al., 1991; Spence et al.,
1990; Li et al., 1992). Varios de los productos genéticos esenciales

presentan patcicularidadel cinéticas y 8son inducidos pocas horas
después de que el crecimiento ha cesado.

1.2.- METABOLISNO DE CARBONO EMN ahischias.-

Memos obs ado que los cambios presentados por BRiashiang
cuando ce su crecimiento son consecuencia de un cambio de
metabolismo del carbono, aerdbico a fermentativo y que la regulacién
engimftica en este organisamo ha sido dirigida principalmente a enzimas
del metabolismo de carbono, por lo anterior, el metabolismo de carbono
es el objeto principal de nuestro estudio, por esto., es importante
analizar los antecedentes de dicho metabolismo con la mayor
profundidad posible, revisando las posibilidades nutricionales de

, la regulacién del ciclo TCA, los niveles de las enzimas
involucradas, tanto en vida libre comoc en simbiosis, asi como las
posibles rutas catabélicas del carbono.

Los nédulos de las leguminosas presentan un nicho ecoldégico
dnico para que £ sean proveidos de
carbono. Las propiedades de este nicho han sido estudiadas con interés
por cientificos de diferentes disciplinas. Las razones de eate interés
incluyen una atraccién bdsica por la intrincada asociacién planta
bacteria, y el potencial agrondmico de esta relacién. Si esperamos
manejar © manipular este siastema, es esencial tener un entendimiento
completo del metabolismo del carbono.

En la planta los compuestos derivados totosintéticamente
como la sacarosa entran al néddulo provenientes del floema. Estos
compuestos son convertidos posteriormente en 4cidos orgénicos y
aminofcidos gue pueden ser transportados a través de la membrana
peribacteroidal al bacterocide. Posteriormente la oxidacidén de
compuestos de carbono por los bacteroides genera ATP y poder reductor
que e usado por la enzima nitrogenasa para convertir el nitrégenoc en
amonio. El amonio producido es exportado a la planta, donde es
asimilado por la glutamino sintetasa y posteriormente convertido en
amidas y/0 urefidos para ser exportados al resto de la planta a través




i

del xilema (Atkins, 1991).
La reaccién de fijacién de nitrSgeno es muy desandante, no
sélo por qQue reguiere una gran cantidad de ATP y poder reductor., sino
pPOorgue es l.n-xbl.. a oxigeno y a agentes oxidantes. Las bacterias de
la tamilia a 1la son aerdbios obligados y el Tr
producido r.-ul:c de la fostorilacién oxid-tiv.. Esto ha asido
observado en donde un eowl.jo de
citocromos., inducido bajo condiciones tho..rébica.. as rio
p.t. 1a simbidsis (Preisig et al., 1993). La respiracién de m
@l nédulo consume oxigeno ravés de oxidasas terminales presentes
on loe bacteroides, las cuales tienen gran afinidad por 02
Layzell, 1993). Este flujo de oxigeno, aunado a barreras al O:z
difusible, localizadas en ¢l parénguima del nédulo, mantiene la
concentracién de oxigeno a niveles cospatibles con la nctividnd de la
nitrogenasa {(Hunt y Layzell, 1993).

Al mosento se han dado pasos nigni.t
miltiples aspectos de la asociacidén de legumin

emsbargo, una cuestién bési que consiste on saber
el metabolismo de carbono @l bacterocide, permane
Una peculiaridad de la relacién Rhiseahing-leguminosa
tipos de bacterocides acumulan carbono
hidroxibul:iruto (PHB), bajo condiciones en

polt-ro ¥ los factore rodean esta sint
entender Ccomo s bac .rotdcl abo
provisto por el ho que la literatura sugie

un ciclo TCA,

bactercides de
microaerébi de entoxrno del bacterocide

condiciones e pueden conducir a la rep
de x:. enzimas del ciclo TCA,

Par completa operacién 1
Qroidc- pumn requerir del emplec de otr
ra continuar con la oxidacién c-notac,i:

NAD

alternas al ciclc TCA.
partato; (3) la via a-cetoglutarato-glutamato;
(4 dcidos dicarboxflicos modificado; (S)vias
reductivas diriqidn- a acetato. acetaldehido y etancl (6)sintesis de

glucSgenc .

1.3.1.~ POSIBPILIDADES MNUTRICIONALES PARA Ahizchia.

Brady (rhiszobia) utiliza un amplio rango de fuentes de
carbono para crecer (Graham, 1964; Dilworth y Glenn, 1981). Porx

a3 10 los disacéridos son utilizados por Ahisshing SAa@. Pero no por
donde este Ultimo carece de sistemas de
las hexosas son catabolizadas por la

crans

via Entn Do (ED) descrita en muchas otras bacterias como
. b4 . ¥ la via de las

pentosas . . y Shisakhiun as

?



MNGR 234 (Ronson y Primrose, 1979; Glenn et al., 19%984; NcRey et al..

1989) .
Las evidencias de que el ciclo de las pentosas existe en
?ll-“ estdn basadas en 1la presencia de la ensima 6- !o.!ogluconceo
ehidrogenasa (Romanov et al..1994). En Baokxzanial detecté
tanto en b-c:.rtnl crecidas
Por otro lado

actividad de fosfogluconato o
en vida libre como en bactercides (Romanov et al..1994).

(1986) y MNMcKay et al.. (1989) han dcno.:rnao la

a via pentosa fosfato en

s-ro.o et al.,
presencia de todas las enzimas de
Ahisahing NGR234 y A.20MMMABGAAEWE MNF1I00. respectivamente.
El catabolismo de pentosas como L-arabinosa es comin en
£ '4 produciendo la formacién de L~-2-0x0-3-
abinonato (Dunc.n.l!?’:bilworth et al., 1986). En
o8 convertido a 2-oxoglutarato (Duncan, 1979; Dilworch et
1986) mientras que en ., @Ste cCOompuesto es u:.bolt:.do n
piruvato y glicolaldehido (Fedrosa y Zancan, 1974; Duncan, 1979).
Ahinahing es capaz de metabolizar compuestos de 3 carbonos
tales como @l glicerol, a través de la glicero cinasa y la glicerol
fosfato deshidrogenasa para formar gliceraldehido-3-fosfato gue
producir‘ piruvato (Arias et al., 1976). De la misma msnera
capaz de metabolizar compuestos de 2 carbonos a través del ciclo
glioxilato con las enzimas isocitrato liasa y malato sintasa
1989); el malato y el succinato que son los productos
metabolizados directamente por el ciclo TCA. Cabe
enzimas participantes en esta ruta son inducibles e
1nc1u.o tqrtnid-l por succinato o glucosa.
Lo dcidos dicarboxf{licos como succinato, malato o fumarato
son matabolizados via el ciclo TCA, involucrando la ima ica y la
o des. Tt Copeland et al., 1989;
al.,1993). Asimiamo en numerosos ha
sido reportade la presencis de
¥ LaRkue, 1’77. l.v-thorm L
on ia de - '
ciclo TCA y oveen evidencia .uticiont. para asegurar 1la
rtancia £ .101& de un ciclo completo. emba et al
{(1988) - ] . existencia de un co-ploto
cepa MNF3841, ademids de mencionarx
activ. s enzimiticas no varian notablemente con las condic onc. de

crecimiento.
En lo concerniente a la utilizacién de aminodécidos como
sustratos para el crecimiento se encuentran varios
rtes en la literatura. L 2 glutamato estdn los
1., 199%0a; para hi.;idtnn

aminodcidos alin muy tico ¥ por lo gene
--tl t“erlngtdo a la daw.tr-cién de las primeras enzimas de las

vias.
sustratos como écidos dicarboxilicos.

Al crecer qﬁm eon
© aminodicidos como glutamsto, prolina o 4-aminobutirato., éstos son
s



cataboliszados wmediante el ciclo TCA con dos finalidades; por un lado
para el mantenimiento de intermediarios pars la biosfintesis y
para la sintesis de asicares necesarias en la tomcién de pared
celular y la biosintesis de nucleétidos. La gluconecgénesis se lleva a
cabo via fosfoenolpiruvato carboxicinasa (McKkay et al.. 1985; Finan,
1988; Driscoll y Finan, 1993) .

MOTAMTES RN BL METABOLISMO DE CARBONO
ados wvarios estudios en 108 que ae analiié la
de nitrégeno en mutantes con

han iz
capacidaad do nodux cién fijacidén
tabolismo de fuent de carbono. Se han obtenido
de 12C, 6C o 5C (rRonson y

dolic:.nc‘.. an
Dilworth et al., 1985), sin

1.2.3.~

una sutante en la fructoguinasa en
no (Gardiol et al., 1980).

s en 1la foglucosa isomeras

Yy la ttjacx n dc nitrégeno
silvestre (Arias et al 82). Asimismo mutant de en
tosfoglicerato cina . .nolan. Y oSliceraldehido 3 fostfato

de fijar nitrdgeno. Por otro lado,
ent.

deshid son i
conveniente mencionar que mutantes en gluconeogénesis pre.
ocipol simbiéticos dependiendo de la ba

de 1 lanta con la cual se e

de
(Omsteras et al.,1991) . & mi
19&5) Y se detecta

no produce un fenotipo -u\biécico (MCcKay et al..
actividad de esta en 3 los bacteroi En
imbiosis se reali con
no

sutantes de
©

nuye un 60 f 208 respectivament
presenta un fenot Fix- (Osteras et 1991). 8Sin embarxgo, un gran
nimero de reportes (cl.nn Yy Brewin, 1 Ronson et al 1981; rimn
et al., 1983; Arwas et al., 1985; Finan et al., 1% ; Humbeck y
Werner, 1989; Day t al.1989; ERl-Din et al. 1!92) han soatrado gue
cuando se f entan defectos en la capacidad para transportar dcidos
dic.rboxll © )}, succinato, malato © fumarato, las mutantes
tienden tener fenotipo fix-. Esto sugiere que el transporte de
dcidos dic-tboxtlico. o8 esencial para la tijacion de nitrégeno.
ontienen cantid

bacteroide pecies de
pol;b.:.hxd:ouibut ruto (PHB) como res

2 de generxarxr 4&cidos

..imi.!tc.t
de rbono. Este compuesto podr. apa
d.i.enrboxlli o8 ®*in situ®, los cuale -tattan disponibles para

soportar la fijacidén de nitréc-no.

Adn no es claro el por qué mutantes en el transporte de
dcidos dicarboxfilico nodulan, y sus bactercides logran la
diferenciacidén celula 8in embargo, ésto sugiere qu. estas mutantes
puaden obtener suficiente carbono de la planta h A de

alguncs intentos por determinar la identidad de las f
4n siendo utilizadas en esas circunstancias.

es de
esto aiun no se




conoce. Se ha observado que dobles mutantes que pierden el sistema de
transporte de 4dcidos dicarboxilicos y la capacidad de catabolizar un
gran numero de azicares como fuentes de carbono (5C, 6C y 12C o
glutamato; Arwas et al., 1986), son capaces de nodular asfi como las

mutantes dot--.

Entre las mutantes reportadas recientemente, la mutante de
A.malilatl que pierde la actividad de la enzima mdlica dependiente de
NAD, pero que retiene la enzima mélica dependiente de NADP (Driscoll
et al. 1993), es capaz de fijar nitrSgeno. Esto apova la idea de que
@l metabolismo de Acidos dicarboxilicos es la principal fuente de
energia en los bacterocides, ya que esta mutante estaria proporcionando
@l piruvato necesarioc para la operacién del TCA.

La caracterizacién genética de las enzilna. del ciclo TCA vy

and&li de mutantes afectadas en los orx dientes. son

ortcs para el entendimiento del metabolx.mo cent 1 Qe

y para entender como éste puede influir en la simbiosis en

@l néddulo. Mutantes en Rhlschius seliloti gque pierden succinato

deshidrogenasa (Gardidl et al., 1987), a-cetoglutarato deshidrogenasa
(Duncal, WN. ¥y Fraenkel., 1979; Kahn et al., 1995), o isocitr

deshidrogenasa (McDermott y Kahn, 1992) no son capaces de fi
nitrégenc en simbiosis (Fix-). Ademés ya fueron clonados el gen Qlth
Qque codifica para la citrato sint . la mutante respectiva forma un
nimero normal de nédulos pero son blancos y no parecen contribuir en
la fijacién de nitrégeno (Kahn et al., 1995) y los genes, Roald Y
SG.IA que codi!icnn para la citrato sintasa, tanto plaamidica. <COmO

iv e (Herndndez-Lucas et al. 1995, Pardo et
01.. 1994)". Ilutacionel en uno u otro de estos no tienen fenotipo
simbiético en cambio la doble mutante, no es capazx de fijar nitrégeno.

Recientemente Thony-Meyer et al., (1996) reportaron la
clonacién y mutagénesis del gen de la aconitasa (AacndA). en

. @actividad gque es importante en vida libre. perc no
esencial, ya gue el crecimiento de la mutante no es completamente
abatido. Este gene no es esencial en simbiosis y proponen la
existencia de un segundo gen. En . la
mutacién en el gene de la fumarasa (fuRC). mostrd Que este gene nNo es
esencial en simbiosis, sin embargo, en esta bacteria se .nb. de la
presencia de otra actividad enzimdtica (Acufia et al., 199

£l gen de la citrato sintasa en A.Aaalilati (gltd) fué
clonado en base a e fué posible complementar una mutante de R.Sald.
La mutante correspondiente pierde la actividad enzimdtica y
auxdétrofa de glutamato. Los andlisis preliminares de la secuenc
demostraron Que tiene homologia en un 638 con el gene
(Pardo et al., 1994). En A, __malilakld. a difere
(Pardo et al., 1994), 86lo se tiene una copia de
. Esta mutante crece en oxoglutarato, glutamato © arabino
Cuando probaron varias fuentes de carbono en el medio gque conti
arabino para satisfacer la auxotroffa, las mutantes fueron capac
de crecer como la cepa silvestre en una gran cantidad de azidicares y
#Acidos orgénicos, pero no en piruvato. La mutante fOorma un DUMero
normal de nédulos en las plantas infectadas., peroc €éstos son blancos y
no tienen una contribucién aparente en el desarrollo de la planta.
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Recientemente ha sido descrita la mutante en a-cetoglutarato
deshidrogenasa de {Green .o 1997) la
cual s obtuvo por mutagénesis del gen aMcA. En mutante no se

detecta actividad enzimidtica 1o cual sugiere la presencia de una sola
capaz de crecer en succinato

copia del gen. Debido a que la mutante
© to como fuente de carbono, 108 autores proponen gue NO es
nec rio tener un ciclo TCA fintegro para poder crecer en fuentes de

carbono que son intermediarios del ciclo TCA.

2.2.3.-NIVELES ENZSIMATICOS.

A la fecha se conoce la regulacidn de las actividades
metabdlicas de en vida libre. La presencia o ausencia de
enzimas especificas en el bactercide, pueden sugerir qué tipo de
metabolitoa son proporciocnados por la planta. Esto estd basado en la
suposicién de que la represidn catabdlica en bacteroides y en células
en vida libre sea la misma.

Act:ual.lncnt. disponemos de una cantidad razonable de datos
1 ctividades onzxmir.;ca- en el metabolismo de azicares
Ronson y Primx 979; Glenn et al., 1984: Stre

5; Kouchi et .1. ives; NcKay et al.,

acerca de

metabolismo de poli-p-hidroxibutirato
enzimas del ciclo de Krebs (McKay et al., 1989).

Los
bacterocides parecen oxidar é&cidos dicarboxflicos via el ciclo de los

et al.,
1984) ¥y en la
écidos tricarboxilicos, enzima mélica y piruvato deshidrogenasa (McKay
et al., 1988; Copeland et al.., 1989).

Bn bactercides de de la cepa MNF100,
et al., (1989) reportaron un incremento de i1a mayoria de las
enzimas del ciclo TCA (més de 15 veces) comparadas con el valor
reportado en las actividades encontradas en células en vida libre. En
particular en ese estudio, s36lo la enzima isocitrato deshidrogenasa no
Esta actividad se encuentra alta en células en vida
libre. En otros estudios (DeVries et al 1980; Waters et al., 198S;
Rouchi et al., 1988), se ha reportado una alta actividad de la malato
deshidrogenasa en bactercidea de chicharo y socya. Asi mismo, en un
experimento realizado con bactercides de soya, (Karr et al.,1984) se
observéd gque la actividad de la fumarasa y piruvato deshidrogenasa se
incremantan, mientras gQue la actividade de la malato deshidrogenasa
persanece constante y la de la isocitrato deshidrogenasa, disminuye.

Bn contraste, en bactercides de plantas de frijol inducidos
de la cepa NGR234 de (Saroso et al., 1986) y de la cepa
MNF300 de (McKay et al se encontré que
enzimas del catabolismo de aziGcares pr
bacterocides de ., Salminen y Stre
an gunos ndédulos producidos por l1la cepa MNF300, se observo la
dcidos orgénicos arométicos como el benzoato, esto
siendo utjilizados por los bactercides como fuente de
al.,1975; Rohm y Werner, 1?35) . En relacién a ésto,
ncub. . | con > os

11
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se han hecho experimentos con bactercides.




fensdlicos radiactivos y se wvié que estos pueden ser convertidos en
14CO2. .dm‘l se pudieron detectar algunas de 1 ensimas de la
4 a de los c os aramiticos (Parke y Ornston, 1986).

en vida libre

Estos datos sugieren gue aungue los
son capaces de utilizar un amplio nimero de su ato- 10- bactercides
pueden tener acceso a 410 un numero lim uestos n
concentraciones suficient para permitir 1la tij‘ctén de N2 y 1
desarrocllo del ndédulo. E evidencia basada indirectamente en la
fisiologfia de los bacteroid -uqx.r. Que la membrana peribactercidal
puede actuar como una importante para el desplazamiento de

s del citosol de 1. c‘lula a los bactercides.

1.3.4.-LA REBOULACION DEL CICLO DB LOS ACIDOS
TRICARBOXILICOS.

Las funciones biédsicas del ciclo TCA son las de proveer
compuestos de carbono intermediarios del TCA para funciones
biosintéticas y g ar el < reductor que acoplado a la cadena
respiratoria genera el ATP necesario para el crecimiento bacteriano.
Bl ciclo es alimentado por acetil-CoA, compuesto de dos carbonos, el

cual se combina con o os de 4 carb como @l oxaloacetato para
producir citrato. El ciclo tiene 4 pasos de oxidacién. dos de los
asa oglutarato

cusles (mediados por la isocitrato deshidr: v
deshidrogenasa) son decarboxilaciones .i-ulttn.n- . Estas
decarboxilaciones remueven el carbono equivalente a acetil-CoA y el
producto final., oxaloacetato, es regenerado, campletando asfi el ctclo.
Para Qque @l TCA funcione Sptimamente, todo el carbono debe
removido a través de la decarboxilacién o de reacciones bto.tnt‘zica.
usando los intermediarios del TCA COmO Precursores.

Las demandas fisiolSgicas de la bacteria varfan de acuerdo a
io ambiente, y tales demandas serdn reflejadas por cambios en el
metabolismo central mediado por efectores positivos y negativos
(Sanwal B3.D., 1970; Weitzman.,P.D.J., 1966,1972,1981; Senior et al.,

Por ejemplo, si el transporte 4

1971; Kornteld et al., 1977).
es saturado con NADH, como ocurre bajo limitacione

de oxigenc, el potencial redox de la célula inmediatamente
dismi. ¥ la relacién NADH/NAD se incresmenta (Jackson et al., 1976).
celeracién del TCA debido a una inhibicién de
NADP-isocitrato deshidrogenasa y a-
por la acumulacién de nucledtidos
1971; Jackson et al.., 1976). La regulacidén de
enzimas constituye un mecanismo de xocroalimncacién (fesdback) .,
y si tales condiciones contindan, la célula r 4 posteri

la sintesis de las enzimas involucradas.

(Emerich et alr., 19 demuestran que
la salato deshidrogen nasible a un considerable nimeroc de
efeactores metabélicos incluy do al NADPH. La NADP-isocitrato
deshidrogenasa en @8 sensible a ATP y en un Menor gra a
ADP y AMP (Chandrasekharan et al., 1976). La MNAD-isocitrato
deshidrogenasa presenta caracteristicas similares, sin rgo, en
extractos de bactercides esta enzima fué insensible a nucledtidos de

to

Estudios post

12



adenina (Moustafa et al 1975). En ...1.?&-‘-. cepa 3I1B-143, la
a glicél se estimula
{ rich D.W.,

piruvato deshidrogenasa que acopla 1
por la presencia del piruvato y inhibida
critos para

Por esta t-zén. posib
puedan ser semejantes en

or importantea en el metabolismc de carbono

cusntemente pucdan
de esta bacteria.

Es claro gue el ciclo TCA es necesario para generar esnergia
ain embargo no existen evidencias

para la fijacién de nitrégeno,
rio ea un TCA completo, la evidencia qon‘:ica

cln{: de Que tan nec
que bioguimica ain es ambigua, por ejemplo la
ilocitrato do.hidro ena (IDH) ¥y la oxcoglutarato deshidrogenasa
{OGDH) d descarboxilantes en el ciclo TCA son con
por altas concentraciones de nucledétidos
xpresiédn como su actividad son inhibidas por
A b, Por lo anterior se podria especular qQue la
acumulacién de poder reductor en las condiciones microeardébicas del
medic smbiente en el nédulo podria inhibir a las enziras IDH y OGDH y
que la baja actividad enzimética podria repartir el flujo de carbono a
PHB o0 a la via de descarboxilacién a glutamato., dependiendo de 1la
limitacién © no de las enzimas CS, IDH o OGDH.

1.3.35.- SINTESIS DR PNB.

studios de ultraestructura por microscopia el.ccrénxca en
b.ctoroid-- de {(Ching et al.., 1977) muestran
invariablemente grandes cantidades de depSsitos de PHB, al cual puede
aer acumulado hasta en un 508 del pesoc seco de la bacteria (Wong et
al., 1971). Ademés de haberse observado en una alta
actividad de la enzima S-hidroxibutirato deshidrogenasa (Romanov et

La prominencia citopldamica de éste polimero en los

al., 19%ae).

bactercides claramente sugiere que toda la energia disponible y

equivalentes reductores no .son automdticamente canalizadoa a 1la
las mutantes en qeno-

operacién la nitrogenasa. En
de la nitrogenasa como las cepas. RifR::tnS y
cantidades de PHB

al., 1983).
¥y otro tipo de mutantes se observan acumulacion

proporcién a los nédulos de las cepas silv
s mutantes acumulan grandes can:idad-- de PHB,
emanas de simbicsis. Esto sugiere que la sintesis
PHD y la nitrogenasa compiten por energia y poder reductor. El
poder entender las condiciones gque propician la sinte s de PHB
podrian aportar una ayuda importante para el conocimiento del
setabolismo de carbono en los bactercides.

SINTRSIS DR PNB EN Azxgtobactar halisxingkild.

¥y colaboradores (Senior et al.. 1971; Jackson et al.,

1976; ltechio et al., 1971; Senior et al., 1972) han esatudiado el
ciclo del PHB en una bacteria Que fija nitrégeno, aunque no en
13
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condiciones asimbidticas. En M?m 1a sintesis de PNB se
1a condensacién de dos moléculas de Acetil-CoA, via B-
posteriormente siendo éste

inicia po
cetotiola formando Acetoacetil-CoA,
reducid & P-hidroxibutiril-CoA por la enzima acetoacetil-CoA
reductas la cual puede usar NADH o NADPH como donadores de
electronea., aungue ésta tiene 5 veces més afinidad por La
polimerizacién de Pp-hidroxibutiril-CoA en PHB es catalizada por la
polimerasa de PHB.

d.—o-tr-ron que la lini.t:‘ctéu de

Senior et al., (1972),
axfigeno prod ) cantidad de FPHD . bajo poOa,
el tencial redox de la célula disminuy con un xncrmnco inmediato

ién NADH/NAD

1976). K1 NADPH y inhibidores de la

NADP-igocitrato d.-hidroqonasa Y Citrato sintasa, respectivamente,

(Senior et al.. 72) . Bajo estas condiciones canaliza
nloctron.- del NAD(P)H a la formacidén de PHB.

acetil~CoA y los
SINTESIS DE PRSP BN Rhischesiceas-

sdndonos en los resultados de Wong et al., (1971) y Karr
parece cbservarse Qque la acumulacién de PHB en los

Ba.
et al., (1984),
de Alamemisgns puede ser iniciada por eventos similares a

bacterocides de
los descritos en

1.3.8.2.-~

ajima et al.. (1988), midieron las
incubando bajo

En B.lARSAiSNN.
concentraciones de efectores n-t.béltco- en bacteroides
condiciones semejantes a las del nédulo. Las r.l.clon.- en 01
bacteroide parxa NADH/NAD y NADPH/NADP fuezron 0. 2.7

T lo anterior en la -(ncolt- de Pub
puede ser en parte responsable de la baja relacidén /NAD debido s
que el H es el cofactor preferencial de 1la ac.co-c.tix-coh
reductasa la cual tiene una .tinidﬂd 20 veces ml- baja para Qque
para NADPH (Emerich D.W., 1985). Sin embarxgo, una alta relacién
MNADPH/NADP es potencialmente muy i-oortant.. ln estudios preliminares
se ha observado una inhibicidén sustancial de 1la NADP-isocitrato

do se presenta una relacién de NADPH/NADP de 2.S.

Por otro lado, Weitzmen y Jones, (1968). encontraron que en 18
de bacterias gram negativas la enzima citratoc sintasa resultd ser
tuhtbtcn por NADHM, a esas bacterias podrian subdividirse en dos
si se basan en el efecto de reactivacién por AMP. En organiamos
Que utilizan la via Entner-Doudoroff como una primera opcién para la
glicdlisis, la citrato sintasa fué reactivada por AMP. E1 AMP no tuvo
efecto en las bacterias qQue utilizan principalmente la via Emsbden-
Meyerhof para la dagradacién de glucosa. Mientras que, Y

utilizan l1la via Entner-Doudoroff (Elkan et a

usa la via Emhden-Meyerhotff (MHennecke et
). Por lo anterior es posible gue la regulacién de la citrato
asi como de otras snzimas del TCA er diferente entre
£'4 La citrato sint a Jjusga un papel
estrat co en el -.tabolx-mo de carbono debido a gQue controla la
entrada de ést n la reaccidén inicial dsl TCA. Si en los basctercides
la citrato sintasa estd siendo reprimidas/inhibida. esto podr{a tenerx
14




implicaciones directas sobre el flujo de carbono a través del TCA. Por
el flujo de malate © succinato a través de eata via se veria

1o mismo,
atect .

1.3.~ INTEORACION DERL METABOLISNO DE CARBOMO Y

NIPTROGENO .
unt. la simbiosis de Jhisashiuweg con plantaa leguminosas.
p Y !ij.eidn de crégenoc llevada cabo por la bacteria provee a la
planta de n trégono en forma de io gue intercambia con ella por el
fotosintato. uesta consiste en investigar fuera de la planta,
los estados mta licos antes y durante la simbiosis que son
responsables del intercambio de nitrégeno y carbono. Por lo anterior.
on esta parte de nuestra introduccidén analizaremos los ante ento- de
la interaccién Que existe entre estos doa metabolismos un
objetivo de nuestro proyecto ha aido el andlisis de la 1nt¢qt¢c16n de
éstos., en vida libre.
La glutamina es el producto final de la imilacién Ae
@8 un donador de nitrégeno para reacciones biosintdtica
Este amino‘cido ha sido catalogado como @
metabolito nicrog ble de la represidén c.tabé.licn del
nitrégeno en varios nicroorq-nx-uo- (Halpern, as) . como
consecuencis, juega un papel ceantral en el metabolismo ni:roqm
La glutamina es -1nt.e1:¢d¢ por la glucmno sinte
a rtir de amonio y glutamato. el amonioc es
cipalmente por la via gluta-.ino sinteta
1988) La familia

prin
¢ T), (Bravo y Mora, .
cual incluyo géneros como
a iferancia de otras bacteria posea al
de GS (Darrow y Knotts,1977; Puchs y Ke. er, 1980; Tsupurun
87) con excepcién de Aaaxhisahine (Donald y
1984) . La forma llamada GSIX tructural y enzimdticamente
parecida a la GS de procariot ividad es gulada post-
trmlctipcxonnlmt. por una ad il-c.ién rev £'4 sintetizada
ti 1988; al.., 1989).
reportadas para

(Bravo, y Mora
distinta

(Ch‘Xur.ls et al..

1989, t.p!n et al., 1990; Shatters et al..
ra inti relacionado

Por ojw.lo. an . @
donador universal de hit no, ¥y
es continuamente

sintetizado y degradado (Mora,1990). La sintesis y degradacién

asminodcido ra-ulton en el ciclaje de la glutamina. En hs
encial para la utilizac 6n del

el medio. El ciclaje de glutamina en eate hongo

carbono pr.-cnt. en
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ulta en la disipacién de .norqta.gu. se libera del procesoc
bélico y es regulado por ATP ¥ nucl 1dol reducidos 1o que hace

poniblo el flujo continuo de y Morxa, 1986).

La existencia de procesos cfclicos con diferentes

tales como oxidacién, sintesis, y generacién de e

n organismos vivos. Los ciclos futilea son

reacciones de sintesis y degradacidén,

enzimas operan simultsneamente. En una direccién,

gastan compuestos de alta energia. La operacién de e

ciclos sirven para disipar energia. (Katz et al., 1976, 1978;

1lme et al., 1984).
operacién de un ciclo Que conduce el nitrégeno entre

ue.-nto ¥ glutamina bajo condiciones donde el crecimiento no
¥ surge

a-onio. gl
to.tr gido. posee la interrogante acerca de la futilidad,
. Por otro lado el

Qqué tan necesario es este ciclo.
poder reductor y ATP como resultado

del ciclaje de la glutamina es evidente. Por lo tanto el ciclaje del
nicrégeno puede afectar el rendimiento del carbono y la distribucidén
de la energfa. A continuacién se deascriben las diferente: funciones

Que han sido propuestas para el ciclo de glutamina en
{(Calderdn et al,. 1989; Calderén y Mora, 1985; Cooper y
Meister, 1977; Katz y Rognstad, 1976; Mora. 1990) ¢ (a) Una
contribucién a la irreversibilidad en la transaminacién de 1la
glutamina; (b) via ré&pida para regular instantdneamente la
concentracién intracelular y r lo tanto un control inmediato de la
ca sfntesis y degradacién del nicrégeno celular; (cluna via
- 1 ral para tomar © liberar los esqueletos de carbono de metabolitos
orgénicos nitrogenados; (d) el r io de glutamina a glutamato y a
otros aminofcido para mantener el balance éptimo entre compuestos
nitrogenados; (e) para disi cién de enexgia; y (£} [}
® inducir el flujo de carbono (. 1990) . Por lo
grado de rolccién existe

LA BIOLOGIA DE LOS RADICALES DEL OXIGEMNO.

mencionamos al inicio de nuestra introduccién la
Qque sufren las bacterias cuando

Como
rogulcetén gendtica y fisioldégica
dejan sido .xt.n-mut. ..tudind- en Esta
bacteria cuando deja de cre de resistencia a
diversos tipos de estrés. Cuando m on vidn librc deja de crecer
en MM, ctambién ta la ta de resistencia al estrés
oxidativo. Por otro lado, si qcn.idornm- Qque pPoco S& conoce acerca de
la respuesta de las bacterias fijadoras de nitrégeno al estrés
ambiental, de su habilidad para adaptarse y sobrevivir a condiciones
adversas en el suelo y < otros tipos de estrdés pueden afectar la
formacidn una simbiosis efectiva con plantas leguminosas.

Para los organismos aerdSbicos el oxigenco molecular es al
mismo tiempo benéfico y perjudicial. Este actiia como un aceptor
terminal de electrones, Yy pProvee enormes ventajas en términos de
generacién de energifs. pPero es también universalmente téxico. La
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reduccién incompleta del oxigeno molecular genera especies reactivas
como lo son el radical anidén superoxido (0z2-), perdxido de hidrégenco
{N202) y el radical hidroxilo; especies que pueden oxidar 4dcidos
qt-.oo. peroxidar lipidos (Storz et al., 1990), oxidar proteinas (Brot

981) y dafiar DNA (Demple et al., 1983; Levin et al., 1982:
i existe una

metabolismo

1

lul.liwol.l Yy Gutteridge, 1986). Ademds, hay evidencia de

rcante 1-plicnc16n de especi reactivas derivadas
del oxigeno durante la simbiosi 1 menos en la cencia,
(Long, 19.9) . La simbiosis es caracterizada por 1l1la
capacidad para fijar nitrSgeno atmosférico, y la enzima clave en estos
procesos es la nitrogenasa localizada en el microsimbionte. Se sabe
que ésta es répida e irre blemente inactivada por oxigenoc y ain no
se define el posible gap.l de especies derivadas del oxigeno en éste
proceso de inactivaci En los nédulos existe un alto potencial para
QqQue sean generadas especies reactivas del oxtqono tales como e
peréxido de hidrégenoc, por las fuertes condiciones reductoras
requeridas para la fijaciSn de nitrSgeno y la participacién de varias
proteinas Qque incluyen a la ferredoxina, uricasa, hidrogenasa, y
leg! lobin- {Dalton et al., 1991). Esta ultima es una hemoproteina,
pressnte en tante racién en el néddulo, sujeta a un proceso
de .utooxid-ci.én, generando el anién superéxido y perdéxido de
hid. eno (Puppo et al., 1981). Por otro lado se ha observado gue el
peréxido de hidrégeno reacciona con la hemoglobina generando especies
reactivas (Davies et al., 1992), junto con cantidades significativas
de radicales hidroxilo gue han sido encontradas en nédulos
senescientes (Becana et al., 1992). Esto puede estar relacionado con
la alta concentracién de fierro, el cual puede catalizar en el citosol
de los nédulos, la formacidén de radicales hidroxilo del perdéxido de
hidrégeno, via la reacciédn de Fenton (Becana et al., 1992). De esta
manera el remover el perdéxido de hidrégeno del néddulo se vuelve
esencial para su funcionamiento. Dalton et al., (1991) mostraron que
un ciclo eficiente de ascorbato-glutation se encuentra presente en el
citosol de la célula hospedera y qu. existe una importante relacidén
entre la fijecién de nitrégeno el proceso de desintoxicacién
generado durante la fijacién de nitréqeno {Dalton et al., 1993).

otro posible proceso de desintoxicacién del perédxido de
hidrégeno puede ser proporcionado por las catalasas, las cuales
catalizan la conversién del peréxido de hidrégenoc en oxigeno y agua
Las catalasas se pueden localizar tanto en el citosol de la plnnt.,
como en el microsimbionte (Francis et al.,1972).

La respuesta de las bacterias al estrés oxidativo ha sido
axtensamente estudiada en bacterias entéricas como
y Salasaalls [} le, 1991; Farr y Kogoma, 1991; Storz
et al., 1990). Cuando éstas son tratadas con dosis no 1 de H302
alcanzan un cierto grado de adaptacién, volviéndose més istentes a
tratamientos subsecuentes con dosis letales de H:02 (Christman et al.,
1985; Dewmple y Halbrook, 1983). De manera similar, R.asli puede
adaptarse sl estrés generado por el superéxido con pretratamientos con
bajos niveles de menadiona © paraquat (Greenberg y Demple, 1989).
Mumerosas proteinas, (y sus genes) forman parte de la respuesta al
estrés oxidativo, éstas incluyen a la catalasa. 1la .upotéxido
dismutasa, ¥y & las enzimas reparadoras de DNA tales como
exonucleasa IV, DNA polimerasa, nucleasa RecBC y RecA (Demple, 1991;

-
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Farr y Kogoma, 1991). Los genes involucrados en el control de 1la

spuesta al estrés oxidativo también han sido identificados. Por
emplo. el producto del gene oxXyR en respuesta al estrés por HaiO:z
egula la induccidén de 9 proteinas bajo control positivo {(Christman
et al., 1989). Se ha encontrado Que existen sobreposiciones
connid 1.- entre las respuestas metabdlicas que tienen las
bac ri iferentes tipos de estrés (Nystrom, 1993; Siegle y
Kolt.r, 1992) . Por ejemplo, bacter de R.a0li una vez adaptadas
reto por perdxido de hidrdgenc (H20:2) vuelven mis resistent
chogues por altas temperaturas y al reto oamético, dandos - la
c‘lu al mismo tiempo, una sobreposicién entre las proteinas
sin adas durante el o.trés oxid-tivo Y # inducidas por 1la
dcprivacién d. carbono o nitrd ri al., 1985; Siegle y
Xolter, 1992

1.4.1.- CATALASAS

Entre los sistemas de proteccién de la célula existen dos
tipos de enzimas para remover @l perdéxido de hidrégeno: las catalasas
Y peroxidasas. (Deisseroth y Dounce., 1970; Nakata et al., 7

Mientras

e en algunos microorganismos sélo se ha descrito
otros se ha reportado la presencia de mis de

- (£
1979).,

al., 1973; S8 h Yy Kaplan, 1973) (Loewen Yy

Switala., 1987

produce do- tipos de especies de hidroperoxida
cuales la -tnt. is esté genéticamente controlada pPOr &l menos

igu codificadas por

ima bifuncional

b4 dependiente de la

a al estrés oxi.dativo b'4 d.l togulon oxyl (Chistman et

HPIXI codificada por katk (Von Ossowski et al., 9

ctividad de c-t.lal. Yy su miéxime sintesis se dete

células en fase stacionaria (Loewen et al., 198%5)o

osmbdtico (Jenkins et al., 1990). La expresién de HPII regquiere un gene

ipal (katl) funcional (Loewen et al., 1994) el cual también ha

regulador de la transcripcién de katG de una manera

camo lo hace QxyR (Ivanova et al., 1994).

hara
Qque tt.no actividad de

mostrado
diferente

PoCco se conoce acerca de las catalasas en la familia

. Recientemente se ha reportado que ARiscokhinm
bv. ahAasali responde al eatrés por perdxido de
hidrégeno con una modesta induccién en la actividad de catalasa

{Crockford et al., 199S5). La actividad de catalasa muestra una
regulacién dependiente de la densidad celular. (Crockford et al.,
1995). Porxr otro lado la actividad de catalasa r rcada para una cepa
de aislada de nédulos fijadores de
nitrégeno fué mayor que la observada en otra cepa extraida de nédulos
no fijadores (Francis et al., 1972). Més recientemente se reportd 1.
clonacién y caracterizacién del gene katd de AMisohinm

cual codifica para una catalasa monofuncional (EKatd). que es inducid-
por perédxido de hidrégeno (Herocuaxt et al., 1996).
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LA RED DE REGULACION DEPENDIRNTRE DRI GENE zIngll.

resaponde a la limitacidén de nutrientes en la fase
rollando una elevada resistencia a Jdiferentes
Esas células mantienen un metabolismo reducido

T
iones ambientales.
d viables incluso por afioa. Las células se hacen mhs
U volumen periplésmico se
«

su citoplasma se condensa
(Huisman et al., 1996). El1 gene xipasl naka et .1.3. 1993)
a

1.8.-

reconocidos por el factor d.nomsnado
*cuidador de la casa” eping), sigma 70. (Lange et al.,1991;
Tanaka et al..,1993). Aproximadamente de 20-35 productos génicos
reQuieren este factor para su induccidédn durante la disminucién del
crecimjento (Nystrom et al., 1994c; Lange et al., 1991; McCann et
al.,1991). Mutantes 1S negativas son menos capaces para sobrevivir y
no desarrollan resistencia a miltiples presiones., Que son indicadores
de la respuesta de sobrevivencia en la fase estacionaria
al..1994c; Lange et al.,1991; McCann et al.,1991). A la fecha han si
identificados varios genes dependientes de con papeles
especificos en la resistencia al e.cré- por calor, oxidativo, osmético
por lus UV (Henge-Aronis R., 93), como son la expresién de las
catalas (HPX, HPII) para protogor contra el estrés oxidativo
.l..lDOS). Sin embargo todavia existen muchos gene
s de xRS no identificados. Otros aspectos fisioldégicos
gue dejan de crecer ain no han sido explicado

La concentracién de RpoS en las c‘lul.- as rnqu]. ada a nivel
de la transcripcién, traduccién del RNAmM tabilidad de la
proteins. Se sabe que vatio. tnctorc. mdulan su n sis (Lange et
al., 1994). Algunos de bolito dian regulacién han

8ido identificados como Y i
importantes para la .uporvivcncxa son dependient

genes Que son
son dereprimidos r la introduccién de mutaciones en
(codifica para la protein

b 4

(codifica para la adenilato ciclasa) o
receptora del AMP ciclico (CAP) (Spector et al.,1993). Sin embarxgo
papel fisioldgico del complejo CAP-cAMP en la regulacidén negativa
genes esenciales para sobrevivir la fase estacionaria, atin no es
claro. Por otro lado se s qQue los niveles intracelulares de ppOPP ¥
AMPc regulan 1os niveles de RNAun de xRS ¥ que los dcidos débiles como
acético y bengzoico también influyen en la tranacripcidén de xpas.

La transcripcién de xpgsg BR.amll es inducida por
homoserina lactona (Huisman et al..1994). un metabolito derivado de
intermediarios de la biosintesis de treonina. lo cual sugiere que
puede ser tambidén regulado por la densidad celular a través de
homoserinas lactonas (HSL) y sus derivados (Huisman et al..,1994). La

ipacién de HSL en la respuesta al agotamiento de nutrientes en
estacionaria es intrincada ya gque compuestos estructuralmente
ohados como las acil-homoserinas lactonas, actlian como seflale

extracelulares en poblaciones con una alta densidad celular expresa
por las bacterias en ~“quorum®* (FugQua et al.,1994). ¢Cual s 1
¥ las acil-homoserin

conexién entre HSL(s) como reguladores de IRpQS
ores de densidad celular? La evidencia gue liga
deriva de estudios con mutantes en las vias de

RpOS
sintesis de treonina y metionina (Huisman et al., 1994). Mutantes con
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bloQueos en 108 Ppasos previos & la sintesis de homoserina (HS) no
inducen XpQE & Menos gQue se les proporcione HS o acilHSlL. Sin embargo
estas mutantes pueden sintetizar acilHSLs. Esas mutantes al ser
provistas con metionina o treonina en el medio pueden crecer y
producir S-adencsilmetionina, un sustrato conocido en la sintesis de
actl-ulx. (Eberhard et al.. 1991; More et al.. 1996; Schaefer et al.,
1996). Por lo tanto la HSL y acil-NSL a pes de ser estructuralmente
parecen ser producidas por n. bolitos diferentes. Las

semejantes.

acil-HSL son compuestos que actudn como ales extracelula las

cuales se incrementan en concentracién dcpondiondo de a densidad
En contraste, la HSL (derivada de HS) er una sefial

i.ntr.c.xular producida por la limitacién de nuttiont.l.
996) especulan gue la cicliz ién de NS e HSL puede
lizada por tRNA sintasas ya que se sabe que varias CtRNA sinteta
enlazan, adenilan y ciclan HS para generar HSL in vitro (Jakubowski et
1992) . Esto ultimo sugiere qQque una primera seflal metabdlica puede

ser generada en respuesta al agotamiento de nutrient sin x© erir
ambio 1. ién_ d No obstante los di

habexr una

-,

nutrientes © a la fa stacionaria dada
po ¥ a de alta densidad celular de acil-HSL. Asi mismo
sutantes con bloqu.o. en la sinte de HS pueden hacer acil-HSL pero
no son a a @ella a menos Que sean suplemsntadas con
HS o HSL (Mrnno et al., 1996). mx

de concentracién
tranamisién de seflales también sensan 1los niveles intracelulares do

Las N-acil homoserinas lactonas (acilHSLs) han sido
descritas como moléculas sintetizadas por las bacterias con la
finalidad de regular su crecimiento cuando 1 bacterias llegan a una
cierta densidad celular, como se podréd analizar miés adelante,

deja de crecer a caus de una al de
Da 1. importancia de esto en la siguiente parte de
introduccién .6), analizaresos lo recientemente publica acerca
estas mowleculas, asfi como su mecanismo de accién a través de los

circuitos regulatorios tipo JuxR

1.6.~- COMNUNICACION BACTERIAMA A TRAVES DE MN-ACIL
HOMOSEBRINAS LACTOMAS.

Reci se ha p ha atencidén & un tipo comin de
-t.-t.-n- lou.or.. conocidos como sistemas reguladores de dos
camponent es los cuales un componente protefco (el sensor) regula
la !o-!ortlactén del otro (el regulador de respuesta) (Ulitsur, 1989;
Dorman et al., 1993; Stock et al., 1989; Parkinson et al., 1992 y
1993; Russo et .l.. 1993; Salmond et al., 1995). Existen reguladores
qu ? 7 1la icacién i celular y usan como sefial N-
acilhomoserinas lactonas (acilHSLs), de manera preferente a la
fosforilacién (Bainton et al., 1992; Williams et al., 1992; Fuqua et
al., 1994). Concretaremos nuestra atencidn en las acil HSLs las cuales
han mostrado controlar un rango sy diverso de factores dependientes
de densidad celular (Salmond et al., 1995; Sitnikov et al., 1995),
incluyendo el control en la produccién de antibidéticos y excenszimas en
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.m“. SARASAYAES (Bainton et al., 1992 y 1992b; Jones et al.,
1 ;3 Pirhonrn et al., 1993), conjugacién del plésmido Ti en

{Zhang et al., 1993; Piper et a 1993)
n de exoenzimas en AMIMSANGAS (Jones et al.,
ador et al., 1993), as{ como el ya establecido papel en :I.

sa
control de la bicluminiscencia, la cual ocurre en
vida 1libre pero que tiene especial significado cuando se encuentra on
simbiceis. Las bases del control de la bioluminiscencia en
es la .twl.nc.x M provoca la produccién de una pequefia molécula N-
3 1)- ina lactona (OHHL), la cual activa a
causando la tra .czipcién del operon Jux. Greenberg et al., (1979) y
Hanzelka et al., (1995), mostraron Que los sobrenadantes d
cultivos una bacteria marina no luminosa podadil
biolumini ncia en de la misma man
sobrenadan s de . S8Sin embargo, esoOs sobre
tuvieron efecto en . Esto llevéd a la hipét
especies a bacterias marinas podian comunicar
autoinductores. La estructura guimica de los autoinducto
identificada (Eberhard et al.,1981; Cac et al., 1989)
genes ¥ la regulacién involucrada. (Ulitzur,S., 1989; Neighen E.A.,
1!91). Actualmente la integracién de la regul ién génica, a nivel
celular, llevada a cabo por pequefias moléculas, eatd empezando a
camprenderse .

1.6.3.- CIRCUITOS REGULATORIOS DEL TIPFPO JuxI-luxl.

:nv.-txgacionc. realizadas con m-.&e.u b4
w han incrementado en gran manera el conocimiento en
bacterias gram negativas que utilizan HSLs en su regulacién genética.

las acilHSLs regulan positivamente la

ptoducctén de elasta (utitt et al., 1995). Las evidencias son,
primero, la identificacién de un homélogo de JuxkAR ¥y segundo las
observaciones de gque produce HSLs. El grupo de Barbara
Iglewski's cloné el regulador positivo JaaR, el cual pertenece a la
familia de reguladores transcripcionales tipo {Gambello et al.,
1991) y demostxéd, que éste controla la producci de elastass via Laad
Y Laal. de la proteasa .lcalxna (ARL) ¥y de la exotoxina A (Iaxd)
(Gmllo et al., 1991 y 1993 Toder et al., 1991; Latifi et al.,
1995).’;& el conczol es similar a B.SAXOEAYEEKA., Y& que.

te bajo el control de un mecanismo regulador idnico. Bl
de la seflal reguladora del reguldn co tituido por b3
ha do clonado y se ha observado gque produ la sintesis de una

1HSL en una cepa recombinante de A.88ll (Fassador et al.., 1993;
Pearson et al., 1994).

Se ha observado Qque diferentes acilnsno pueden ser

producidas por un solo organismo (Gilson et al. 95), incluso

algunos modelos bacter;ano- como y

P Y A& un rangce amplio de especies de ac llISL.
inton et al.. 1992; Jones et al., 1993; Zhang al., 9 ,

al., 1994 y 1995; Gilson et al., 199% Bhinokinm. los pap 1
especificos de las acilHSLs aisladas hasta la fecha, no lnn sido n\in
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definidos, salvo un reporte (Gray et al., 1996).

Los estudios en 1la tomcién d. nédulos fijadores de
nitrégeno en la simbiosis de
modelo excelente para revelar con dot-llc 1-- conplejas inte
entre dos organismos (Long et al., 1 ). La comunicacidén entre
organismos se puede iniciar con la g

1l estado t;.iolégico que predispone a
comunicacién serx
propias bacterias. Por lo anterior analizaremos un
de esto en la siguiente parte de la introduccién (1.7).

1.7.- SESALSS IMVOLUCRADAS BN LA NODULACION.

Recientemente Glazebrook et al., (1993), al aislar y
caracterizar un gene proveniente de A.Ealilsti. bacld. observaron gque
al mutagenizar este gen. el desarrollo del bactercide dentro del
nédulo se bloguea (Long et al., 1988). Eata mutante entra por los
pelos de la raiz de la planta, a través del hilo de infeccién. Sin
embargo, las bacterias senecen répidamente, antes de formar los
bactercides. La secuencia de aminoéicidos de Aachd fué idéncica en un
648 ¥y similar en un 798 a la secuencia del producto ahmlh de R.gelld

Bl producto de ahml ha sido identificado en en un grupo de
mutantes que son resistentes al péptido antibidtico microcin BL17
(BccB17) (L‘viﬂ- et al., 1986) el cual es un inhibidor de la DNA

girasa, lg.cu. .:a_?irié Qque la funcién del SbmA es la de funcionar camo

Al hibridizar el contra DNA de bacterias gram
negativas, incluyendo a otros simbiontes, patégenos de plantas.
patégencs de humancos y bacterias de vida libre se encontré que las
eapecies que tuvieron homologia con este Qen fueron

%ﬂ. m.ls La homoloc!a ontr. los genes
@ BacA/SbmA en una gran numero e especies, sugiere gque est
protefinas tienen papeles similares en diversos medio ambientes lo gque
lileva a preguntarse, scudl es la conexién que .xi-r. n estos
organismos tan diversos? Algo en comin puede ser la idad de
algunas de estas bacterias d. invadir células de dit.ront.- tipos y
pramover la patogenicidad de esos organismos.

Pero :qué metabolito. fnal o

bacteria en vida libre conduce a la simbiosis o

&g a a otra, que es la vida libre de

B.malld Yy Bhiscohium bacterias de vida libre,

Yya qgu dio ambiente tural esté en estrecho contacto con

organismos eucaridticos?. E por esto int.telanCe pensar qQue guizé
axistan molécul comun

detecta: 8COS Or

cusales pueden ser ucili:ndal como nutriente de

su entorno. Los organismos (bacterias) de ®"vida libre® necesitan

tado metabdlico de 1la
la invasividad como




mecanismos para determinar cdédmo. cuando y donde jiniciar un complejo
proces® de desarrollo, tal como dae ormar .-per--,
entrar en fase estacionaria, diferenciarse. etc. (Kolt.r et al., 1993;
Siegele et al., 1992; Kaiser et al., 1993).

1.7.1.~ COMUMNICACION INTRACELULAR Y PEQURRAAS
BACTERIOCINAS EM Rhisobium.

de al las toxinas no son clasificadas
como sefiales moleculares. s. ‘ha reportado una pequefia toxina de origen
rizobiano que pertenece a una cla de sefiales molecu s, la acil-
(HSLs) de la familia de moléculas secretadas por

homosexina lactona
las células las cuales activan la expresidn genica relacionada a la

comunicacién intercelular en alta densidad celular (FuqQua et al.,

1994). Esta moldécula fué identificada como N-(3-R-hidroxi-7-cis-

tetradecancil)-L-HSL (Schripsema et al., 1996) (Gray et al., 1996).En
este VGltimo reporte se demoatrd que

v de r inhibido por esta pequ

cidad de producirla.

cula. Est
!.e- molécula biovar: ta especie,
y ._Ot MSLs son auto-inductores de Yy
las ién del gene Jluyx (que induce la
produccidén de Y tactor de conjugacién de
regquiere para la expresién de

o8 genes “r Usando una fusidén L£X8-18CE, esta molécula
induc tividad de B ctosidasa. Sorp! ivamente el sob;

Bl ltimo inductor !u‘ pu:i!tcndo Y par
i -HSL (Schult:c et al
de HSL

da tentat e como
puede producir al -no- dos tipos
cono su funcién. Quizds la actividad téxica de
tenga una relacién con las moléculas producidas por densi
Alternativamente, una u otra, o ambas de estas HSLs pued
involucrados en procesos ta como la conjugaci
-+ 1983; et a 1994) y/0 en

transcripcién del operdén :21 198 La expresidén de 1.
teina Rhi, necesaria 86lo en la rizésfera, requiere el operdn

muestre homologia

Pro
asi como del xhiR. Este lGltimo gene

sin embargo no se pudo identificar un gen homélogo a

et al., 1992). La pzoto(na lhi es caracteristica

fué encontrad

bv. .
bv. b4 élc existe en
bv. de las analiz
de 24 kD la cual se acumula en fas

en vida libre pero no en bacteroide - por alta
1 observd que la proteina Rhi es

proteina
do regula

densidad celular. ot {1984) .
mde -bundnnt. en cultivos realizados

2fquido

on medio séSlido que en medio
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2.- JUSTIPICACION.

El nicrégenc se ra en e en la b4
20 suelo. La fijacién de nitrégenco en la naturaleza es un
gun la cantidad de nitrégenc gque existe en la
al manera que aguellos oOrganismos Qque como
acién simbiética tijan nicrégenc, estén

. d te micronutriente. Dentro de éste
se como la
qu. a través de

modificar su
imitacién do carbono ¥ nicrégeno
- Que Son sujetas en su medio
di.cm simbiocsis, se forma en las rafc de
pecializado, el nédulo, en el Qque coexis

u
adapténdose a la di i
contexto, la simbiosis
relacién entre el io Y
intercambiar una serie de ase .1.1

la planta, un érgano eon

célula diferenciadas e la planta y bactercides. Es obvio gque 1la
relacién si Scica no es totalmente el resultado de un programa
determinado sinco que depende, por un lado del estado nutricional de la

planta y la bacteria en cuanto a sus requerimientos de carbono y
nitrégenc y por otro, a las p. iones ambientales a las gque estuvieron
sometidas las bacteri al establecimiento de la si
como son: pH(s) adv trés oxidativo. salino,
toxinas, competenci Y las fiales molecula
e incluyen gQuimiotax comunicacién intercelul etc..,
uegan un papel isportante; por lo tanto, de acuerdo a lo anterior, el
Proceso simbidético tendré diverso: grados de eficiencia y en casos
axtremos podria detenerse.

El estado metabédlico de la planta y la bacteria genera un
intercambio de filales donde intexviensn transmisores y receptores de
ambos organis s Yy gque dependiendo de - condiciones la
rhiséatera, puede conducir o no al establecimiento de la simbiosis

[

Nosotros creemos gque la participacién por parte de la bacteria
o8 mucho més que una relacién altruista por lo tanto otros facto
odon intervenir ademds de la obtencién de carbono como fuente de
oncrz. durante la fijacién de nitrédgeno. Con éste enfoqgue la fijacién
biolégica de nitrégeno no sélo estarfa acoplada a una necesidad de la
bacteria por el carbono por lo que es posible considerar otro tipo de
presiones ambientales gque limiten el crecimiento de la bacteria en la
rhizéltor.. Pensamos Que para sobrevivir en la tierra,
antxi simbiosis con la planta., cbteniendo ademds un beneficio a
!xj.clén biolégica de nit -no .

Bl enfogque que nosotros hemos seguido 3“ sido poco
explozrado en el érea de la fijacién biolégica d-l n. tréqono. ha sido
@l buscar las condiciones fuera de la planta gue reproduszcan los
eventos metabdlicos de antes y durante la simbiosis con
Plantas leguminosas., debido a que PoCo se conoce acerca de como este
Procesco se relaciona con la !1.1:.109(. en vida libre de la bacteria.
o coatrasta con la tendencia actual en el drea que investiga la
jJacién de nitrégenco gque e8 principalmente en relacién al proceso
simbidtico. Bn este proyecto de inv.-tt:nexén pretendemos identificar

algunos estados metabdlicos de que tienen alguna
coordinacién semsjante a 1o Qque ocurre a 1a cteria en el proceso
sisbiético.
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Una de las carnctcttscica- més peculiares de la bacteria
durante la infeccidén de poder utilizar el carbono qQue en forma
de succinato le proporciona la planta, para ser me bolix
eficientamente para crecer y aumentar el numero de bacteria:
de éste evento, el comportamiento de durante la
se puede describir de una manera muy general por la existencia de tre

procesos metabdlicos fundamentales. Kl primero es la induccién
divillén celular de la bacteria y dejar de proliferar; el segundc es
la fijacién de nitrSgeno en un ambiente microaerofilico; el tercero y
ltimo @l intercambic de carbono y nitrég esntre and organismos .

Bn funcién a lo anterior, un objetivo central gque hemos
perseguido ha sido el buscar en . @n ausencia de la planta
las condiciones gque t‘produ:cnn algunos de los procesos metabdlicos

una primera condicién que hemos buscado es

antes mencionados.
aquella en que la bacteria disminuya su velocidad de crecimiento y

deje de proliferar, tal como 1o hace durante la simbiosis.
emos observado gque al cultivar a en vida libre.
®.

subcultivado en medio minimo. En este proceso -
tanto fisiolégico como morfolégico. Al analizar la estructura de las
bacterias en micrografias obtenidas por microscopia electrénica se
observa la presencia de bacterias pleomérficas parecidas a los
bacteroides con un aumento de tamafic de hasta 5 veces més de 10 normal
Yy con una gran cantidad de grénulos de PHB (poli-p-hidroxibutirato).
polimero requiere para su sintesis de poder reductor y es

Bste
acumulado por diversas bacterias durante la limitacién de oxf{geno,
do Que varias especies

carbono, nitségeno etc. Asi mismo se ha reporta
Ahiaahinn sintetizan y acumulan PHB en vida
1986; Tombolini et al., 1989). Ademds., existen

am et al.,
® reportes que dJdescriben la acumulacién de PHB durante
con plantas leguminosas (Goodchild, D.J. 1977). A pesar de
la funcidén de la sintesis y de la
. tanto en vida libre, como
que se han propuesto para explicar
presencia de este polimero la de dar proteccién respiratoria a
la nitrogenasa y también proveer Jde energia para la fijaciédn de
nitrég.no (Andexrson et al., 1990). A sar de lo anterior, a nuestro

ol papel fisioldgico del PHB tanto en simbiosis como en vi
llbtc -\Sn no ha sido claramente entendido, por ejemplo se sabe que
acumula gt.nd.a cancidad.s de PHB dur-n:.
s a la ver gque fija nitrxd bargo

una an cantidad de poder r-ductor. l.a obtoncién d una
can @ ncesis de PHB ayudaréd ra contestar
algunas preguntas ac ca del papel de la oin: F ) d. ste polimero,
tanto en vida libre, como en simbiosis ¥ que el consumo dJde
fotosintato en la sintesis del polimeroc n simbiosis, podria ser
utilizado en la generxacién de energia para fijacién de nitrégeno.
Por 1o anterior un objetivo central de este proyecto es aportar
conocimientos que nos ayuden a entender el papel de la acumulacién de

PHB en vida libre y en simbiosis. Ademiés del PHB, otros productos de
cepa CE3 cuando fue

fermentacién son también generados por
subcultivada en Medio Minimo (MM) . Hemos idcnci!icndo en el medio,
algunos productos de excrecidén como dcidos orgénicos y aminodcicos que
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han sido reportados como promotores de la agregacién celular, sin
embargo éstos son escasos en sobrenadantes de células crecidas en MM
suplemsntados con biotina o tiamina.

Las Olpccicl de Rhiashinm estin bien adaptadas a vivir

microaerd al durante la simbiosis., sin embargo no se
ha explorado si Cnta. tienen unl ccpacidad natural para cambiar a un
metabolismo fermentativo como uede cbservar en R.AKlL or la

pu P
acumulacién de altas c.ncidad.- de PHB. Por esto, analizaremos en
diferentes especies y cepas de Ahlisahium. la capacidad de esta
familia de bacterias de dejar de crecer en MM y las similitudes gque
.-:. Procesc pueda tener en las diferentes especies y cepas
estudiadas

Hemos observado Que al subcultivar a y
-

suplemeantado con u:abolito. como biotina, ti

anteri © de dejar de crecer no se p
importandoe el numro de vec que se subculti Por lo al
importante stigar a vés de qQqué mecaniamos, enz

zimas
metabdlicas estas condiciones y es.:t':a suplementos estén mntenicndo al

crecimiento de manera continua en

1l metabolismo del nitrdgeno se encuentra strechamente
interrelacionado con el metabolismo de carbono. FrrYrTy
i1a glutamina, el donador universal nitrégeno, ambién central

en la regulacién del metabolismo de este elemento (Mora 1990) .
=n t.lncién al intercambio de carbono y nitrégenc que le ocurre a
al cultivnr a . en succinato-glutamina
A0S qu. pre nta una actividad e
ointotaln IX (G3SII) veces mayor a la ob da en MM succinato-
AmMOn. © cual sugiere la existencia del cic e de la glutamina en
ssta b‘ctori‘ (Moxa et al., 1993). Por otro lado existen evidencias en
Mora el at., 1990) y M‘l (Flo:
Samaniego et al., 1993) de la existencia del ciclaje de
aminodcido. BEn H.ESEXASSA se ha propuesto que ciclaje no es futil,
Ya que e@s necesario para un efectivo flujo d
crecimiento. El ciclaje de glutamina en es
di-inctén de energia que libera al proceso catalitico de £
lacién por ATP y nucleétidos reducidos haciendo posible .l-
ciente utilizacién de la fuente de carbono y en con..cu.nci 1
emw.nto (Merndndez et al.. 1990). En rop
Que este ciclaje tiene un papel en la regulacién del tlujo d.l. c.rbono
en la glicolt 8 (Flores- Samaniego et al., 1993). lo anteri.

BOX V.

por vaciones de qQue al .ubculctv.r a
(.ucciuato-qlu:mina) crece contin dientemente dJdel
nimerc de los subcultivos, un objetivo dc t.. proyecto tu‘ analizar
la sible existencia del ciclaje de glutamina en

su twli.cactén en el metabolismo de carbono el posible m. n.

te amino#cido adicionado al MM
1 ser subcultivado.

permite a A.atll crecer continuament

e proyecto 1o consideramos
[

Bl conocimiento que se genere de es
esencial para entender el procesc simbidtico. A partir de esto,
i diseflar @ implementar una simbiosis més efectiva gque aumente
rendimiento de semilla de cultivos con plantas leguminosas, lo qu
tendrfa repercusiones en cuanto a su aplicacién en uno de los
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problesas centrales en la agricultura, Que es la falta de nitrdgenc en
el suelo.
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n aerobic bucteria, the tricarborylic acid (TCA) aycle func-
tioms 10 genesate reduced nucleotides by the o o

<0 24
used to generate ATP via the cloctron iransport system. An-
ather major function is to produce inermediates. for anstwo-

ponicum
same time that they fix N.
in tow leveis of O; can wilize a
ceductive power for N, fixation (3). It has i heen proposed
that PHB i s a sink for power
and. by sequesicring reduced nucleotides. atiows the TCA oy-
cle 1 operate 29). it i o
known if frec-living Rizobium specics vperate as micropera-
philic organisms that are partislly engaged in fermentation.

organisms. For instunce, it is known that Brudrhizobium ju-
i i lute P i is at ibe

tism, and several senve
y which are in these
32).
The accumulation of the microbial reserve polyesier pol
B) in bacteria is w

hydroxybus

4%). an is the prescace of PHB in several species of Riizobites.
both in the (ree siane (44, 36) and in ssmbiosis (14, 19, $8).
While seseral different pathways for the produ i
various groups of havteria hine been characterized (1), the
most commun parhway begins with the condensation of rwo

molecules uf acety FCOA 10 form acctoacciy-CoA. Sequentish
and poly produce PHB, This
huck

we reported that the growth of Rirzoient etl CE
cd when cetls were transferred from a tich to a
alanced growth wan
(12). When
vther steains or species of Riuzobin were tosted under the
sume conditions. a v Nimilar response was found. In
this work. we present the resulis uf physiological studies of this
ik which is i

3 was imp
minimal medium (MM) and that this un

product can be vmerized and ulti s
10 acenl-CoA (Fig. 1), Like the TCA cvcle, carbun flux
thraugh this pathway is greatly influenced by growsh condi-
tions. and the two cycles must compete for 4 cummon starting
metabolite, acensl-CaA. However, ihe function vt P =
metabolism in Ririzohim species h

Studies of Rhizobrtem physiology by
10w ards undentuading how this BrEaninm participates in sym-

f organic and smino acids inlo the medium and
PHE accumulation. Hecouse PHEL av a sink for reductive
e (43). in o tative product and because the excre-
b B

s documented fermentative
criu (31, we retain the term “fermen-
ibed here, Himever.
e Mrict actohes, the formentative
response we desenbe for this genus most probably diffiens in
from that cxhibined by e

> “

n
biosis with legumiaous plants, but little is koown abour hvw
this process eelates 10 the physiology of free-living Rhi:

mente de B
bre Diacwn de Niteogene.
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2. BacTERIOn

Somomament €.} aeul o MO Chart eCvuter. O EURCEDIEAtiuS ure Expiencd 2

TAHBLE 1. Bucterial struias used in this wwrk
farmorat dusbeed 3, i the Mo,
Strain Omginal bt Geographa S ittt of oulh wiaity. o1 cell RumbErs In CUltures were determined
Plant ormn reseremce gty o -Haamet chambr. Serind ditutions prepared
latert om were counied atrer
R evhe 3 diys f sacuiharam a1 XFC. Cell viautaies mere dercrmned #s the ou
CE 3 Phasalies ulgrors Mesico s CHU doaded oy the 1emal nemieer of ocits.
Viking 1 # vulgans United States 37
s:‘“l’ﬂJ‘ :’I‘l" v“’;‘s :
tragin N2 sty nitcd States .
PN ” Mexico o RESULTS
s £ |-rfavell > Gronth of diferent Shisbivm strains. R. cili CE 3, Rhizo-
i mockidoni 1021, and Rhizohisem mropici subgraup A (strain
tropict CFIN 299) amd B (straim CIAT 899) sirains were subcultivated
Subgroup cvery 24 h im MM Baich cullures containing succinate as the
Beazil 7 custma snrce and ameeonium chloride as the nitrogen saurce.
Beaxit = The growih raic of R. esli CE Jumu-«l by hatf in the second
Brant a mubcuhwrc, and almoss 70 growth occurred e third sub-
et} a ot (Fla. SA). The othey Ko ol sirains Jested (Tuble 1)
Achovod siomilarty. Furthermors. & et CF 3 maintaincd ihis
o o purscrn o groveih whes wbcullured ooery 12 ith
Brazil » imopuln grepared from capnentially growing oo «hm not
Brazil Ed shown). Wika subcuitred cvery 24 n. n mrlllull lu“l :mmu
Beuzil = growing in the fourth suhculture, sexd tropeci subgroup
Beazil = sraie (CIAT 899) stopped growisg Y -u fifth subcutture m..
St 1 and Fig. 2B amd O). However. the R fropici subgroup A
Australia » strain (CFN 399) gocreased its growih rate by only half in the
Avsralis 7 A% stwubtorc (Fig. 2D). and this falc was maintaine
Mectico w svasquemt mavcubturcs (data mov shown). All of ihe strains
Memico E Maioce  euted (Tee 1 3“‘” i contieaty W aubcultured in PY. complex
e e L e et s B vt was foon aBevicd when R crli CE 3 wiss subcul.
tarnd in MM
Inchesion of comepx uch ms different carbon sources,
toe g il amm acid i inchading (emcopt tusmesate and mulate). amino acids
frivirAivaibint o .‘-....""m ....'.':.-'."n'f.. [y oo forgb s {emops gutamine). prrimcs. pyrisnidines. vitamins (<xcept bi-
pectne ~ vwectals, trace nitrate, of urea. in
mo';""‘ ku"""‘ - lk MM In‘d. " e diffcrem ;Ir:;nMs
Pk KCNEs P atars st e, R suve growt! a:a-.--en similsr to those observed in
n_"n n‘rnncrv:d‘:: .:':.'-::m o ..n...l.’m o - e et e sbcubtures (Fig. 2). The growth of
e (10 i, O et wets clutel < 123 248 bCH, st eme
T v T A, S arll-." Mﬂmlrlnmied by variations in pH. tem.
wpH l ’ § Iheumagh o 'r—*l-m cuml i detecied ar AW s By ok chaags. L e '.ul ." - - e ;T on
of the i

= Hisoe mctrscath 37 00 oy
X

v

stuicd accumulated PHB whea they were

tivaicd ia MM. In comparison with the other strains tested.

strmin of R ctlt (Tablc 1) which stwpped growing atier the
ture, accumutsted higher levels of PHB afier

¢-¢ subculture (g 1). For the Riiizobium sirins studicd. o

diecct ows

tering .
vrrumiansion o | 4 IPHE, Haich culiures of Riisbume s were gro
M e MAY P Bt
nd

sl ang
e ..«-._.n; prnsinieliob=yed -
' St gt
t emctri] it €335, mt (1 ¢t g
erecmned n o flaton coomer (0

s
0 2Mbml Lrbeneessy

dows MU gTOW in ammonium of nitrate after being previously
in MM containing either of these compounds as  fi-
38). However. o data regarding PHE accusiu-

i arc avaitable

I comtrwnt i iher. hactcria which sccumulate PHB only
when growth ceases (35, 420 Rhizobinm afganiams accuniu-
tatcd this pulvmer during growth in (he first and second sub.
Sultures (Fig 2 and dats notstawn). This unigue paticrn of

wven “whe

o i rographs of

firvmgh wha® were

o er
he mushioms, an ¢1;
. - AP Ofwol, amt o

g B vl s ey P Tebar That s Urenesbvend Yot 3 bbare

i "o il T o o et SK AHE meier (Y etk S

wan
e Rhizabiin spwecics Ildlt L el P!KIII\L' carrelation be.
Twcen ccllubar PHE content, messired chemicatly. G the
Proacnee of intraceiiulias granules was found (data not shawn).
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Protein{ug/mi)

[+

PHB {mg/mg of Prot.)

o2 3 e
No. of subcultures

Tirme {n)

T

4 4 5
No. of subtulturas No of subcultures

‘When hiotin. lhnmlne (Fh,. ‘). or lu-nrllt and malate (not
e adde

I MM, (ALR co CEE 3: () 2 el
on eere memured

wcond and/or third su!xullul’ﬂ (CS. 1DH. MDH. ODH. and
PD"). (i#}) enzyme acti ki-h w-.ly clevated

e QLR <t CE 3. growth was
optimal during whtulluﬂnu s and PHB
PRB uraer. R rill CE 3 culurcs groan

‘with of without
cinate, and the

Hi

atacnce of biotin. but the radiosctivity (Counts per

Mminie per milligram of PHBY incorporaicd inio PHP wai only

417 of that found in the prescoce of biotin, When » Mi-min

pulte wis given tu cullures grown for only 7 specific
adioact n PHB wac only wightly highcr s i e

plemenl-lwn han without it. The resalts of these

1t sah-
eyt ooy (m fgl euy—: home ctivity
was aubstantially decreascd over
MM containing bioin (KT).
Enryme activiicx in sirmin CFN 299 were not affected by
»c-

biotin

Uity incremacd in the veaenCe of baotih i 1he s aoed

subhculty eral crizyme activitics were subusiantiatly hiﬂmer

inCPN 395 than in CE 3 regardicas of beotin ntation,
anit they tnchude NAD M OOY, ant PO Phe waivity of

PYC was highet in srain CFN 299 than i srsin
indicate thut PHB is turning swer even under conditions in  CE 3 grown in MM lacking biotin. Beotin suppicmemation of
which this prlymer is not uch as in the o strain CE 3 cultures caused an approximately five- to nincfold
of hiotin, increase in the activity of the cnzyme. PYK was the only cn-

ESects of bietin ené thismien ——-l- geenyme  ryme measured whose uclivity was kower in CFN 399 than in
wctioMies. Becuuse R, ethi CE A 299 have  CE 3.

very different phenutypes when Sttt In MM (Fig. 2A

and D). the levels of vurious © activitics i these twa
strains were determined and are shown in Table 2. With regard
10 the eflect af biotin supplcmentation o chzyme activities in
strain CE 3. fuur gencrul categorics of fesponses were ob-
jEned: () cneyme activitics which were o i

Tahle 3 presenis a comparison of how biotin and thiamine
supplementation of strain CE 3 culturcs affects the activitics of
enrymes which require one of these ments as a :uln(\of

Comparcd with nonsupplemented cultures. blotin suj
tatlon increused PYC uctivity four- 1o sixtold. while mummc

fected by biotin
NADP® ME and NAD- ME. PERC, and PYK):
whase activities were no1 sffected by biotin

ulted in t\'\'v » refold mcrenc (T
Tn hiaminc-supplemented. culturce. PDH. acin
slllghlly "lcl‘l‘ﬂd and ODH activity was fuurfold 'lllhtl In lhe
first L th

The fiest which were maintamed. with hiotin
<upplementation, ut a significantly higher level of activity in the

ivitics wore maintained at this
Increased level during the second und third subculiures. In
Ponsapplemented Culiurcs. these actitics were tmdeiectble
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3. Bactemion,

PHU {ing/tng of Prat )

FIG. 3. Growih (vjclde) ant FHB sccumulavmon i0 R oot
htarmine (4 ug.mi) (O L. grow;
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after the first wbculiure (Tables 2 and 3). Biotin supplemen-
1ation also maintained the activitics of these enzymes fullowing
the Rrst subculiure (Tables 3 and 33, Although the fevels of

i il cul-
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And sugpicmeed with Svetn (3 ugmt) (8) or
i Matcniah and Mothade. The 1075 value for yckd

in or thiumine was added (0 the MM. mast of the
organic ackis. although present in the culture medium ar 10 h
were consumed by 24 b in the sccond subculiure. wi

e (Table 5).

Activin, wi fess than those in
tures |Tahle 3
t.ﬂ.'mhklnl-..‘ctlwmh MM
i Pssmarste snd -I The data p:ll.xnlid
cel

in Tablc 4 o ¢ lh.n the enzyme uc

PYC (minimum increases of 2.5. and 3-fold. respectively). En-
Zymes showing a lew crease or
activity during the course of subculturin, e 3

E. FUM (Table 31 and NADP " -ME (data not sheran)
showed no significant increuse in the presence of these wpple-
menis, It should be nated that tor some of the cnzymes
which data are prescated in Tahles 2 through 4. substanti
sariations in activitics were sometimes found beracen experi-
ments. u Nuled previvasly for butch cullutes of Risobiun
) between
i S e 3 wnd Tamie- 3. e e <ampling was done a
and 111 b, respecinely. The general trends in cnzyme activity
chunges reported ubme have heen consistent from experiment
10 experiment.

n addition to
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argemic actds
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Serogiu m Tumy b
nraw e cxereted into the mediam (Tanle § ) 1n contrant.

of pyru
o ltamane w5 o cxtcnt. alanine were alo excreted
by R. etli CE 3. Af the cnd of the s subculture in MM, the
concentrations uf these aming ucids in the medium were highly
slevuted. The excretion of these amino acids war drustically
seduced in the prewence of biotin o thiamine (Tuble <)
should he noted thal he arganic acids by amin
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E 3, ration on ihe roneh of
ches. 1 has been repor laten PEB
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TABLE 2. Ensyme activitics in R c7ii CE 3 sad & mupeci CFN 298 mibculiured in MM in the preacnce or sbacece of biotir

Eneyamy ctiity 0 1he indécated cublurs®

CES CF 3 Gietn Mot
Acc Fiest =3
Second =2
Thied
cs Fiom
Swownd
Theive
N Farm
Becond
Tt
=r Frm
Sovend -
Tt 53
[ [ 10279 = 1,762 9.386 = 2.991
Seonmd A A07 = 484 11588 = 4350
Thive 10722 = 3307 o026 = 2741
NAD"-ME Frm 39 36 =4 1248
Second 34 =1 137=5
Theiedt 32 2= n4=17
NADP"-ME Fom 22 =2 %6=5
Secomd S 27=0 3=y
Thira 22 w=s a=6
ooH 19=5 3= w=a
Secomd e =1 o6 =1
Thied NA 7=2 61 =2
rex P 201 =117 930 = 304 168
Sacond Ba =i 147 = &5 227
Thied NA Mo =n 288
[ Fiem =0 17=2 so
Swornd NA 19=1 +
Thied NA =2 ar
PERC Farm 11=1 7=2
Second w=a $=3
Third 13=7 a=1
YK Fiem 6 = 42 ax =2
Becond 69 = 10 B =3
Third 97=1 w07 =9
PYC el LEX] s3=13
Second K=3 Q=19
et S=n 27=4 .
112 K. Duplicate almuats of each oo

inccutated and

Matcriske smi Mt 3
SR arc mcame = mamdarid deviathoTs cxprosacd av Ramomokes of proxct formed e minute per milligram of protein, NA. o actiity detected

eute and depleter from the medium more rupidly than R.
metiion 1021 and it atse secomulated mors PHE. Convencty,
R tropici CFN 19 grew at the lowest fate, consumied one.

o mach G, urd had » Wower uccumutation of FIB (detn ot
shown).

When the standard inoculum uscd o e MM cultures of
R ol CE 3 (Fip, DAY s imaned approsmately 16101 (o
give a thevrctical 1 culture cell ucm.n of 03 N
unita). O, consumpa was deastically reduced during growth
and the srain grew optimally (10 o cell Gensity af approxi-

mately 0.10 OD ., units in 18 h before transfer). PHB was not
sccumulated duting this

cultures. and PYC. PDH
o ok when s Supplements such s thiumine were sdued 10
MM cultures started at the standurd inocalim density (d
not shown). Furtheemore. when afier cight subculiurds init
ated with iow inuculum deasitics the cells were subultured
» high inoculum denaiiy. the renpinse wu the
prescated in Fig. regard to growth and B
o 8 whould be noted than strain CE 3 mmnucm ity

i
i
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TABLE 3. Enzyine activitics in & o CE 3 during subcubusing in
MM in the peesence or stcice of biotin am) thiamine

2. BacTesioL.

TABLE 4. Ennme sctévities in & et CE 3 during sheulturing in
MM in 1he presence or alnence of fumaraie and mal

Eanme activity in the indiceted cutuee™

L]
e Sureutue -~ o T
o e e mw e R

rYce First 12 8 48 an n [t
Sccond 32 - 38 an 17 21

Thard 7 L) 30 a2 4 [t

POH Firm 16 15 20 21 21 4t
NA NA 3 " 2 3a

Third NA NA a7 15 " s

ODH Fime R od 28 -2 b 114
Second 26 NA bl 27 77

Therd NA NA _e hid 136

- m-.a--n.-:—n—-m-— gy an amomoles o pecaac karmod
T omellegram of protein. NA. R0 actity drtected.

matcly the same aumber of gencrations in 24 h during the first
MM wubculiure regardicas of wheiher the cultuee i staricd at
o Righ o Vow tnitial el chomsity

DESCUSSION
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by (i) a
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[ W play
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a6
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MDH Firse a5
I
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NAD"-ME Firmt 932
#9
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roH First 28
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e Firu s
Secomd EX
Thisd 7.2
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o cuemratration of 1 MM cach
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evect an Danomiskes 1 Py
ot FUM,

Pt miligram of prosein,
l.)nphax: ealtores e mnacfande

shacnes b 1 M tumatat and §
Steteran o Meiho

i cultures. PCK. which catulyzes the first step

or auxitiary T "the
PHB. (i) the cxcretion of veganic ackis A it Aebbe
(iv) @ reduction in growth rale in each subculture.
T sadiion of wpectfic suppiements to MM or the gromth
of cultures under cunditions in which O was maintained a
ively high i or by starting i

1
tures a1 a low cell density) the
an acrvbic metaboliun to be maintained.

tics of some of the TCA cycle or auxiliary enrymex
measured in steain CE 3 subvutiured ined (CS.
IDH. and MDH) or disappearcd (PCK. PDH. and ODH) by
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stricted (Fi and Table 2). These results indicate that soee
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In biotinaupplomented MM, strain CE 3 grew well and did
not sccumutate substantial amounts of PHB during subculius-
ing (Fig. 38). In addition, the_octivities of the FCA ovele
enzymes were maintuined wnd KT uctivity was reduced in com.

Of gluconcopensis, is csential for the gcmah of Rhisobim
in succinate (2). Even though high levels of H
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thesin, When MDH and are both prese
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high fevels of PDH and ODH act ies during »uhsulmrm .
B‘ulu\t: I"Dll and ()l)ll fequire thiamine PP, Y
h

OF thvin cnmpound,
ity s sl st
than in the presen
activities wer

ut the activitios observed with this supplement were lower
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of M
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TABLE *. Escretion of arganic acids and aming acids by R vii CE 3 grown in MM with or without vitamin supplc mems*

Cuttyre” Tiome (N}
Fumaraic Malaic Pyrusate 7 Gie Ala
MM [ s 108 ND ND 0.8 ND
24 %y e 09 0 29 1.
MM plus betin [ a3 an an ~D ND ND
24 NGO ND aR ND ND ND
MM plus thismine I3 3.1 ND ND ND ND
24 b ND 02 ND ND ND
ihe indicated times ‘Matcriak and Mcthods,

2 Colh trum a weoml subouliure amd Kot
el vamen ot o

Expenment © nepeated
AT mnum ik 10 13 ok suscinate nd T mid NH

€0 g i)
-G

gmoned was the synthesis und accumulation of PHE. which
may function as a c, resenoir and us a sink for reductive
puwer. The utilization of carhun und NAIXPIH for PHB ayn.
thesis may pecvent a drastic i
the TCA cvele (11. 1K, o 30). Sir
Bium specics may he able (6 maintain a functional TCA cycle
even under the uxygen-limited conditions required for symivi-
ion

o el oty m-m Tt e sy e s
MM plas e

rsapestn
e iaN et Y-OMBL by ot e Asps. anpart momt: Gl ylotarmie aced: Als. s, ND. s detecse

cycle and exhibited only u-w decrease in gromth during
three subcyltures in IZM e promicied with o
must with an e
ur thiamine or -—n—an for the TCA cycie.
revale i of
DH ICIMIMIMI&IENHB‘M

nd
fluw of carbon into the TCA s required for sus-
nined culturs growth. We heievs mu the uarting signat for

nmc\x
In contrast o R. erli CE 3.

tropici CFN
Nigh actiitics ot the eneymes aiihin or sunliors 10 the TCA

may he an fmcrc nsity
mmr T Gaertunc i O coneamtration tace Rty (umlb
cd data). The substarntially redwced activitics of PYC and
Yo during the fermentative

;L

d of Protein (%)

Yi

dinated of
duccd production of these two TCA cycie sutsts

count for the gencral decrease in TCA cyche activity
ohserved and could alvo incresse the amount of carhon avail-
sbic for PHHE svnthcais. We have yet 10 definc the mocha-
nismts) by which oxidizablc subsraics afe cxcretcd by sirain
CE 3 during fermentative growth. Becausc this cacretion did
not result from the accumutation of high it e itar lvets of
thesc compaunds (dsti 10! shiwm). it bars a rescmblance (0
the specific transport

hiacteria (1), The fermentative and acrotic staics deribed
here are the forult of 4 change in the regulation of the curbon
metabotic teafic. A recent report decrhed he roke of fegu-
tatary protet i tratic of car-

ac-
we

b

e A

Time (h)

PHB (mg/mg of Prol.)

e -
€1 o deitued Qo gremashs and v } sexumulatein in & eth CE
ere mered >3

he con
gy At | lhu n—.uuum. in ane cuse invives
the phosphonylation of u cnayme (M)

T oir Bppcar by e Wil adapacd 1 Sarie tader & aaygen-
limited conditions in the frec state. The fermentative mciatbo-
lism that occurs under these conditions may be r:l-lcd o Ihul
which muy occur in symbiosis, in which PHB i syn
# microncrobic l.IIhII nmant,
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RESULTS

Physiciugical and hischumical chararoriastiva of the PYC
Sum & otk CES. Because PYC activity in strain CE3 i signil-
icantly affected by growth conditions (17, 13). we cxamined the
eiocta of culturs earbon murce and biotin sapplcmcntation oo

ion of PY C in this strain (Tahlc In cells cultured
ln MM without added bitin. PYC activities were 2.7-fold
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——vy
T NA my acin iy detocted.
N that This reaction méstwe

PYC accommcd b grostct than 90°% of
ining proscims detecscd: a 5 1-kDa prowein
(sce helow) the of the pro-
tein in the aumpic (Fig. 1), in cxtrary chasmod frum ceil
cuttured in the presence of bioein. the .-_-,arvcmm
increased 5.3-fold (Fl'. 1), im Enirly char agrecment with the
2-furkd increase in cnzymatic activiey dbwcred wmdcr -uu--:

without added biotii

»

R. ctli PYRUVATE CARBOXYLASE o

CGanstic and ot the
v saptawts. Pulative ;e mutants were sciccted from popula-

Im of TnS-moh-containing clones on_the busis of their in-
ahility to grow an solid MM-pynuvate, Enzyme assays showed
m.v b chomet (f 607 scrocned) with this phenutype isolated
R sropici CFN299 were bath PYC neq . and one.

lll’!h Zﬂl?() (Tablc 1). was uscd in further ~lndlc$ “For R. eiti
CE3, 65000 cloncs were screened and 3 having a pyruvate-
nuayr.‘ cre isolated. Ol'lhe;c three clongs. only

3 (Table 1) lucked PYC acti
som of o TnS-mob £eoR1 fragments

pri
of .r-uk DNA proparcd foem the g mutants ahd 1
araing mut

nt contained singlc

garm shewcd that cach
nS-mob i against
ORA otiss fommn he “parcnt trains. The hybridizing hamd
Sor mutant 12:53 wns upproximalcly L5 kb. while that for
tmtaedt 2176 s 8.0 kb By correlating the sixe of the hybrid-
nt rlll 12:53 with the rc\lnclhln cnzyme

izing from R.
-I'MCPDSR (Tablc 1) (47). we found that the DNA sur-
nsertion had the same restricnion sites as the

the
chowed R eshi pve (47) and that the insertion sitc was in u
ing to the 0.86-kb Eco R fragment of pPC

(aec Fig. 6a). When imilu:nnlu pla;nnd) from lhc[nr 'c rganes
id ns.

ation was nhsu.'r\td A% 3 pimitive Gontrol,
Tas.mob in-

ihe same get and guse

s, me btz
plasmide i
2etion in the b platmid (©1) were fun
sirong bybridization sigaal (19).
m Fns. cloned from bath
were analyzed by p-nm Jequencing. The inertion
-nc ink uwn-l -176 w cd as doscribed in

w pccue
open resding frame NCFLiOn
¥ the 47 em af the ene (ol

Ilcko(il.k 117) lml is in the same EcoRl fragment predicted

e zyme

ot curves. far the. musane uaa parcnt sirains in MM.

Py (10 mA) shuns that the mutants of cither specics were
unahic

conditions (Tabic Two

Tt wit MAWS 5100 w1400 e vt u-ry

detectable leveh whon cells were gromm in

menicd medium (Fig. 1), By acommeng demomctsy. FYC e

the 51- and 14-kDa protcins. socumamted s . and 1.6%.
.-.-.;- i satmopic.

0 grow on this carbon source except when
with 1 mM + ig. 2A). In h!hl-..lu.

come, the R. etll and R. tropici pye mutanis grew slowly and gasve

-
estern pated
u'rnlul-‘ e o I'V(‘-Ind the Si-
Rels
mm. whil ol in weempc Planks. pre-
pun:d as dn.'scnhl.d in Mllcrhk il-l &!hl& were kexs tha

nerprodoced whea srsis CES containing
pics af the & ctli e (PICT: Tablc 1) was
nt £ media. The s was purific

ZVIMIC was setut st iaby
T Subatratis (pyravate. MpATP. and
ion mixture, in the alvmarecy l‘an:l\‘-(‘nr\. the cnsame
rel ed 47 of ity act
standard n\slv {Table 3), dﬂz. - s‘:‘c\ll.lc that
L lhat

the xlm:lvl Cy,
0 of the mlzynw ix 5K uM. The cunme was inhibited QV‘r
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FIG. 4. Western Mot snalyses of PYC prombuoced by ohe Rhizuuion g mus

an tmdcaicd s Riatcriahy sad Mcthvd The prrutmome of FYC and the §1-kDa
...m. ‘“atutard are ndicated. Sampic tancs were kaadd with 134 ug of 10ca)

20d e mutant showed o difcrences in growth rate ar final

cell yicid (19). 1o MM containing 10 (19) or 30 mM (Fi

SA and B5) succinate without addcd Blotin, & eifi pre mu
5

0 gl

. 3, Gn—ihuﬂlﬂlmuu-(TJ«‘-d-wﬂ-hllnd:emm
o

na.
1283 ¢
¢ st | pag of heotus ey enl (A) Straen hout B ot
1353 wnat bt (C) strain CE3 mish St 5 e |~ 3wt oo
Symiola: circles. fint re: mquares. secvmmd sobcuiture: trangics. 1hird

finat coll yiclds of 41 and 3472 in comparizon with the respoc-

12-53 ratc in a manner similar to lh-l
of the parcnt srain. In MM
m mM succinate. hoth
well. with the mutant having only a slightly jowe:
wll yiekd in the ihird subculture (19), Under these coadi ns.
menllllon of abo allowed good

the muiant and the parcnt sirain
fin

growth o{ strain 12 19).
<ffcct of the pve mmm in R cli wan uch more pparcat
mrh. 30 m!

e it of biotin o Ve ewmdicar Al et
oun growth Of the purcnt strain (Fig, 3.} bt il of the mutant
(Fig. 3D). The clect of thiamine supplementation on the
Erowth of the mutant has ot been determined under these
counditions.

activisies o the pyr mutemts. Preliminary PYC o
thvity sarmys of cEll Cxivacts Acteetod & knw (6 intermediate tevel
of apparcat PYC activity in pecparations from hoth e mu-

tants. We shercfore uaved PYC in assay reiction mixurcy
with ':’1:‘ ‘Plv\oc 1 ATP l’II order to differentiar d . ATP-
depe nt activil Tom ponspecitc roun mn 3
e The apparent FYC ety deteordin tha
Firaim. in contrast o that of the parcnt strain. was not aign
icantly decrcascd when ATP was eactuded Grom the assays of
cell Iyatcs preparcd (rom cclis groen i PY or MM-succinate
(Tabic 4). indicating that this apparcat PYC activity is actually
due tu an ATPindependent caryme and not (o PYC. The lack

five parcat trwine (Fig, 2R). the p
r glucose minimal medium with biotin (1 ..ymn or ihiamine

(00 gty Qid nat allow growth of the mutants (19).

During scrial subcultivation ng 10 ar 30 mM

succinate without added biotin, the R mropici parent atrain

PYC protein on Westomn blots of
mumm preparcd from the mutanis (Fig. 4) supports this con-
cl rveral

nrvmes were amayed and did nor dilor significantly in the
Fautants and their respective parcnt strains (fablc 3).

TABLE 4. PYC specitic activitics in Rinzohar wild-nype and /v mulant sirains

Nocan (6wl mun mg of peotein) = SE-

Scoum TV ) meim MR oo are (16 mA < Pt (1 ag iy
Ay - ATT Amy - ATE ATFdepenucat Arnay = ATE A ATP ATPdencndent
132 = 0x M3 384 239
12-83 [RXTR_ .Y NA" NA
R roprcr
CFNX 3 3%a
2170 EX NA
= Avady + ATP s e utn\l‘m PYC avan (oos Tabie 33 smmn = ATP lacked onbh ATP. ATPalcpendent scinity is the Jilictence hetmorn those Mo vulues.

ANA, B0 actry deteets
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TABLE $ Amnum of sclected cartwn-metahalic s mes
n the parcnt and v mutant stsains
Acire sty (st i g o e ing
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R othi PYRUVATE CARBOXYLASE  Suns

ucid soquencing (I9) ¢ ). The R erll PYC sequencs (L1854
amino acids) is intermediale in length berecen thoae of yoast
and human PYCs (huth containing 1.175 amino acids inctuding
the lcader soyucnee) and the pmmlw M. tuhorculosis (1,024
residucs) PYC (Fig. 7 and 8).
’y i P i

di

o
obH

m-lhli inihe R erhi

(Fig. 7) with those found in related protcins is shown

schematicalty in Fig. 8,
he

i the mina-tcrminat sepment ol he
R etli PYC. cup:oﬂ-l: GGGGRG matches the GGG
(R fuund in all

and

carym ( )
10 (unction in ATP hinding (2. 48) (Fig. 7 and
0 ca

ProgRics wit!
T require a biotin cofackr (303 (Fig. B). ,\
Cvs rexidue (c-y-v |hg. I in comenved 62 rosiducs
uu-mntlhe h vesidue in this siec and uhﬂm.n
imvolved in lhe CO foustion reaction catatyzed by beosin-

PEETY (Fi'.7n~illl.e\t¢n-‘lm‘hn
propuecd Lo he ivoh ¢d in ATP binding i prescme

Cloniag snd charscsciostinn of she PYC geae from B. el
Planmid PPC (Tabic 1) was salated foom an R erli genomic
DNA hank o the basis of e ability w restote the gronth
phenonpe of R fropei 3-176. A cxpericd, the pressnce of
PPC in cither v mutamt 2176 or pre mutant 1253 reswred
the mormal growth ncevpe pyrovare (Fig. 5). In
MM-nn:cm-u: 0 m wpplcnunlcd with biatin, the level vf
PY by the

(34) and is atw
intermedinte region of the
matif, FLTEDPW
found in 1he ran

i-lklﬂll

(Fig. 7). In the

putstive pyruvaie-bindicg

ER. has signiicant Wemdogy with thoas
rhoxviase domains of Mycobucronks

1) ns well a3 in the

Proymaviituc
reriiom sls o transc: arhooyiase (Fig. 8). Ttvp~
topha imdicate nn

{he Ty cesidue prosent in priciii
hinding crmina) scgmen
a pul:lw: iwin-rinding e (AMKMT o o ewicat 1o the
found in lln «ather PYCs (Fig. 7) as well as the

prips tropici o of protein, or_sbowt tofold
Righy than that of the parent sirain (Tanhe 3. When pPC was
Inmduced inta the n. sili mutant, the ATP-dependem PYC
activity was 182 U mg of protein, & 7.6-fold incrcuse over that
Produced By the parent srain Ciihie e i Western ot of
cell extracis prep from the ‘mutams. the
PYC band. abscnt in the mutants. was restored (Fig. ). Den.

wn of the BPY'C pratin produced by the

sitometric quantita
complemented murants rclative 1o the purent strains (Fig- 4)
revealed increasss for steains 2-1
(SR PIC, reapectively. Thess salucs ar in faitly civ
ment a-m the increase in BYC activity determined i the
enzyme

The growih phenotypes and PYC aetisitics of the R, ropi
mutsnt containing sutlones of pPC are Toma i Fig,
Partial ol EcoR!

i

from subelone pPC] indicated tha the putatve PYCcuing
n o

fegion was kocated
guent sequencing it thiv n.
frame b,

nall

e 0 ¢

v K0S

. 1. The putative in

Pl nding »

s uptream.
Srauenc simiarin,

tion codon (TTGY

o wcd ~wquence ot e R ool e i 3407 identic
0 the putative Macotun

Tical fas ey
S rermnue s
dues ot the K

- koo ol 10 e rar o i o
PYC secently

of 1.153 amino acids with
26008, which s similar 10 the subunit MW of
A0S nlamide et electrophoresis

 pre.
M e IGGAGE (28] ©

P oamine

domains
of other bioth cneymes (Fig, 8). Beginniog 24 ree-
Wues uptircam of the toting l-ivsine

Fig- 7) und

in the a subunit o

. %), 3 PX(PIA) scquence Pl bt nce
4 o b drreestved i the ocapnition aad hGayition of

herhiotin carmamylases (43

Symbiatic of She pyc muiants o hoam plamts. Al
all time puiniy aswaycd. the symbiotic s of the R. e1li
and R 1

i e srains were statistically udmm.umume
T Tt of The paremt strains by the crittria of nite

i embaot atmaen ot $pote




1. BacTERIOL.

S0t DUNN ET Al
e- Paamia  _Compemenee £YG 0 adt.
[ ES HE SO nE P> 25 oec . 70228
pPCB® - ndg
pPCa - nd
pPCY - 1e8245
— ecr3 - 38218
noinaert  SLAFRY - 02205
o 2 - . L ] 0 "”w “
¢ . 2 . & , &, 2 . P, r, B,
-
.. -
R reli pae gene. Subcloncs were gaaerabed by EcoR ll*-n PIRC (Taiie 1). Ce n-kumlk
"(‘wk Pricin) were ry
g Aol il s oy i W

FIG. o 18) Sulctoning of the
mu-un-l e e el hemnipe i ~

eor 170
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" fixation activity. number of nodules formed. and nodule and
plam dry weights. Final seed yicias of plants escataed with

culturcs (Fig. 1). Our daia show that sirain ChJ can clcctively
ta the mcdium and
.

The muLant of parent strains we 140). Mi-
Crosymbionts isotated from Rodulcs at all hime points retained

the expected antibiotic resistances.

IMISCUSSION

Biotin stimutates the growth of a varicty of fast-growing
Rizobim species under laboratary conditions (19, 39, 6h).
and the cnzyme activitics affected by this vitamin have becn
investigated in R. erli and R mopeci (18). We now cxtend these
chscrvations by showing that in biotin-supplemenied MM.
£ e#ll CE3 produces thrce biotinylated pulypopuides. the 120,
kD PYC subunit and the 51- and 14-kDa ns. neither of
b e W sdemiiied (Fie. 1. The umicentitied haoin pro-
e were also produced by pve mutant srain 12-53 (14,
indu:uﬂng that they arc noi degradation products of PYC.
Extructs of R jrupscs contained biotnylated pratcins with sirey
ar 16 those pi d by R etli (14). and because the
lacked only a 13t-kDa protein produced by
rain (Fig. 4), this protcin probably represeats
the FYC Sabunit in 1his specice. Thus it appears that the PYCs
Of R etli and R. mropics ure similar in size. The results of our
Pehridization studics indicate that the e gencs in Tese spc-
ica are not horme on any of their indigenous plasmidsy hut an:

in MAL

tcins. Homevot, undet some conditions i which biotin
chis srain appears to produce insuflicicnt tiatin 10 fully
hiotinylate PYC (/5. 1) (193, It 15 important 1o aote severat
lines of evidence suggesting lh.l R erti CE} is not a buwin
ausotroph. (i) The growth arrest abwcrved when strain CE3 is
subcultured in MM without added biotin accun ondy aficr two

succewsive subcultures (18, urotrphs
medium

121, tike
R etle CED, decreasex ity growth rate in successive M

cultuzes in the abaence of biotin (18, 19). Nevertheless, strain
1021 is o biotin prototroph from which genctically defincd

“tea wis grown without
addud Biatin. PYC was casily deteered in Waseern blots but ut
in b

can

a level af fess than 20 of that



——— Lvasaser nasne 2
AllmmscEiaiavieaaReLr o 26
vamacsza. o aLEaRe: s
m1Lvamace YA Sy E B aRL T8 RORAREA 73
K $KR VWAL nnnvs.e-mo- as
Ke-wANR E3 IR R EL - oD

]
arismwoLAACAN uvv.vumzmusuxm-m..v_x.: uusvmx.-
AL

TRLYASALAIANGL - TLESLALA
SIyAaRigIANSS--Siee ALy -8oKT

“BeV e +

sngenaLa 338
Ve BAKE & 4z
TTmers oree xvy 81 iie
-x-nxnnmwm-mnx- OBaVISPHY sApL i€l
AsgcR-TTEDF ¥ - - + Ras EFR-RGY TN FL

Sai1essaranmevevaszosvesireqvasesuasaLLeyL, . aLip 423
SBVLOCO 1w AAGAVY 959 1 SERSOL L TARASAS BT E =r 336
LTLLTHP VP IECTYWGTY 2 SOW SUR £40
uw.unm-.qu—" Toes sae

¥94 L v

Qv VB SHBLA TS A% TARA LACAFALBCRESS:
» mnnv-m-uum-nuu'w-m KXE APYVARKFIKLFEMS DS
+ DTT WD MQSLIATR. b3y G

aesAs: asew.
LLEGETVET ¥/ T PRIV TSAP UORA IDAVABTGSAL
LLRGAGGVAY SS1LOBEA I DHP URE AXIS VD a0
v o TRYSLOY 23
A “DeFRFD LN = =  =oA < B - - GD- YLYY A - G
8a ece
58 GO S YV LARTY! ABAAHTE YD TS LELSA 792
v VA INSMS QL. LASLESN- D78 INVEH 322
~ReTPLOT 032
S LP<H HTH G A A AG D VD A ++G TSQP = - E
TWEA vARGTALIRS a9y
v‘chl.n_;l:I::u‘xv'm-nn.--'rﬂk'"-leo..x_ukﬂml'ulw:‘r:rZEuvthnvL.n.vl'fnl"--ula'.vuac 283
9:5
838
. Y™ R Ye Fe VY SE-PGG0 ML GA  eGL e s LAY Asle G liRvER SKevaD -
Levan eSVVISLESSLEAS . 993
VSADEFAS DPARFQIDBEVLGFL M EL 600 SCEN! HOA- T AL -~ -TINRLLFRSPTKE 988
ErSoevLaNCLY P IORLISEPYCAY a: FDLEKD =D 10289
2 H 3 eAn ili9
E— -t bt kP L D - - e
aLasw LAseaEL
PNEHREAT eRmIRyKiS LERISY TTC 1LM0LAFULY ADRST “ASAVPAAFR ADNG NICE T

'nxx-nku'unsrunm
LEa0LN STLYKDTOA 1nmurNPIA_Kb'.'K-QX
eeq v




DUNN ET AL

a o ovc

e wve

- deuicsie PYC

4. BTk,

anarmanti T 9 aubmnn

—, COON (1200 ne)
1
& co ACC BC sutmenn M, COOM {4e0 )
.
=
Domein Koy
£ oot ACC BCTP Gumunn  H: —am . avmain
3
-AP
P. ohormenii TC 1.50 eutunn Md&‘cﬂ""ﬂ- Biotin sormaayt sarrer protem  LTIITITILITE |
= somate

wpema The ety €3 e v s P 1 ATt [l et avming e fined s
i T Tumcveatul St are vt anes i the Len: and soerme ok e e e
ihe

quence musils o

e satcmt 4 he
T

o Y A BEET o F
o i a1 n bokh

vy scent Con u.v-mu...« ACTY B

it the ey r\

s

031 Buman propses
HOCT subuntt (415; and £ deertona TC 133 s

ining an ucrohic metabolism in R etli. is a
for the hiotin synthase of E. cofi (6).
al data presented show that the R. erdi PYC
composed of sabunits ot appeodimuaicty 130 kDa. and saatysis
of the enzyme by hy indicate that the native
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Vou. 178, 1w

sllowing some growth of IM mutants. In contrast. L mutants
of u mbnlit da ot grow on glucusc bly because PPC is
d by this )pecwl (IJ). ”l‘.(l"ll‘l" mutants
(-.led to gmw on pyruvate (Fig. 2A) as demanstrated for pye
mutanta isolated from ulh:r specics (39, 46, 68). Our failure 1o
cct PEP synthase. or pyruvate or ofthophos) hnlc dikinase
(:olhev of which can (‘)men pyTuvate to PEP 14]). in R etli
and R. gropics indicates that OAA svnthesis from pyruvate (via
PEP) cunnot occur und prevents the growth of the mutants on
this carbun source. We helieve that the Rbvizobium mutants arc
able to grow in pyruvate medium with

R etli PYRUVATE CARBOXYLASE B

Sutative e mutantsof Risobim loguminaanim by
(‘W) ml I sartm by, viciae (3) wore feporte
roficient o clover and e plants,
e v\nuln,- e our in plnte cvperiments Bre. sonaivicnt
with these data and support the gencrally accepted proposal
that the major carbun sources. used are
busylic acids such a malate of succinal
using very low the i af hivtin in
the infective capahility uf K. melilon was recently demuonstrat-
cd. alihoukh the hiachemtical husis for this cfficct was not de-

(Fig. 2A} hecause OAA is prod umitgr the action of aspartate
aminotransterase (54). for which there l\ uvm\ldcr‘-ll\le activiey
in R eshi nndnmy-ln(la).’rhc AA

he activity of PYC in R. crlf is gremt-
Iy aflccted by biotin. it wavldh Bt o snteresi te determine o our
mutant strain is altcred in competitiveness or growth in the

by malaic dehydrogenasc ars 10 he '-mn-l.. in the me
mutants (Table e -m-ugn it has hoen proposed that during
growth on C,or C,, sub-lr.nes, this reaction produces insuffi-

un
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do not kaow, howeve Mernative biotin-dependent
system s atso the site at whic! % in the parent strain.
F Whether 1t mercly compensates for a ek of BYC i the
. BYC ducs appoar to have a clear role i atlowing R. i
(bt not R, mopivi) to grow continuously in scrial subcultures

medin M wM (Fig. 31. This
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Devme (e bove). we spealate (L growih in highsr con.
centrations of sucsinate might cause a greater flus.
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GLUTAMINE MMOSTYNTHESES AND THE UTILIEATION OF SUCCINATE AND
mmnmmnmm"uu

Jorge C: Alan S. G J. L. Cooper.«s and Jaime Mora:*
1Depar de K. . Centro de Sobre F! de Nir .
u de Aper Postal 56853-A, C
2D, de Universidad Nacional
de Apar Po.lal 7022-. México. D. F.. Department u of 3Btochemiatry and
ogy and Comell ollege. New York. NY., U.S.A.
The cy ng of its sy and degr s been reported to occur in
VS0 (Morn. J.. 54:293-304. 19001 Thia cycle ia a necesaary
for utilixation of carbon. .
1sotopic studies with 14C- and 13N. o d that in e
1021 and Rhizoblum et CBS U2 and carbon are turncd over to
ammonium and CO2; some of the )1 [t} back into glutamine.
G in the and of ¥ and L hydroxybutyrnte
for thll acsd ¢ n the

g that " new
other hand. the 2-axogiutarate dertved from gl ted to
ot in with Rh 1021 .nd R'usoblunl etit CE3 (wlld-type

atrains
that > over that lacka
.lut.-nune synthetases (GSa) 1 and 11 mm ly than (o101}
in grown in 1] and this enzyme
tc-lnthe ng of . GSI y is very ow when glutamine is
the‘_ c‘mmmmkmﬂwwkﬂu CE 3 wild-type strains. The present
that helps to drive the 1] of The
mn yTIth tand tte ugh the
the utilisation of other as
ITRODUCTION intereat has focused on two species of
Evidence for a ghutamine cycle in 1 eu.‘l s
[ N n with most
crassa has previously been presented (Meva. prokaryotes, these of Rh b
19890). Gh - ugh the associate with leguminous pl-nu and have
cycle to by g i three GSa. GS! and GSIil
(g?oxn. a is also : 1977;: de Brulja
%l idase a
v e, 2 (Beave &
and ammonium) are the for 18 d
[ on a rich G =
(GDH). 'hlch -ynthe-ue- ﬂunm-te induced and ted by nitrogen in minimat
{Caldesén et al.. . In nal step. medium (MM) (! o288) third
tnto GS has recently been reported. but the
G e oe Sau - acen 1o o
(O®). .lul.mlne cyclc i not l‘uule in the have nof
LX) to drive an been determined (Carisom et al.. 1987: ée
carbon MNow that supports .rovth Brulin ot al.. 1969 Bepln <t al.. 1990). In R.
OEeradades & Moss. 1906 g—-‘..u . etlt. is by the Y
1908). of the gl
is by a
It ts of to h the hy ly
[ . 13;1: also tn of gl to and
microorganisms other N. Our L (Duréa & Calderén. 1995; Durtn




) of label was adding 2
amLipicks oflstel wme peeeea g ddne 2
of af 1

and
Ebelec metabolites by HPLC were carried out
described etal. 19689).
Fot experiments wllh l:::lhmmonlum. '.h:

iabel were lhe nme as those noted above,
mﬁ cells were resuspended in 100 ul
(?lu- 10 mM succinate but without an

for 5
min, and -ubjected to the same procedure as

study to take tage of the GSI-. GSUI-.
and GS-:GSII- that are {de
Seula ot ol.. 1989). Since we found that
utamine and gen are d
recycied by theae we the
metaboliam of this amino acid and of

1s as a

and/or

ot al..1989); 2-37. ::ThS.

Sm'Kme. (GSU- mutant strain) ( Beulla et

Cl-- 9); and 4-15, InA

mn::'rna. SmrKmrGmr, (GSI-

'Oﬂll al..
lm The R. mutant

16COy and of amine
asids. The MCO; released from labeled
succinate was determu after the addition
of 0.2 puCi/mi of [1.4-'4Clauccinate (specific
activity, 230,000 cplnlulnoll to a sample of a

for 5 hin ﬂ.l.k.- containing 50
ml of MM plus

glutamine. The 14CO;3 nlmnd after .ddluon

of NaOH was collected for 30 min and

quantified according to the method of Mora et

ol (Mavra ctal. 19732). 1 released after the

addition of 0.2 uCi/ml of IU- 14Cigiutamine

{specific activity. 620.000 cpm/umol) to
grown

w{
kindly provided by F. J. De Brogn.

on succinate-ghutamine. was
sbove. Expertments

with 14C. were at
least twice. Units of 14COy evu!utlun m
expreserd as eptnln.dm.

(I-‘ et al..
1972). the -peclnc ndh-:nvny of CO2 was
not determined.

‘Therefore. it was not possible
to make direct comparisons between the
activities of label

l.-heledcell-andtnednumnm ies (150 and
20 ml. respectively) were wi rn‘\:;n ﬁ'a"n
mM)-

in
utamine uo lau) mediumm Ior in other
n

o o tom Eemmbaes p T,
The were at 0.2 OD450 e & Movs. 1008 by-
i g Anlmlofz.eunu

of MM us
mnldlflm uh-lne(lcoanCl
=” 100 uMD. .f mm

decribed (Coldosém ‘et al., 198D) The ceﬁ
suspension was then incubated for 30 min

HCIOQ

at lo.m:& gfor 10
min at 4°C. The supernatants were fiitered

thro membranes ( HA, 0.45 uM;
ugh b s (type !

and used for
organic actd nnd amino acid
Amino acids were separated thetr 9-

(1}




fluorenylmethyl chloroformate (FMOC)

atives by reverse phase chroma y

on a Waters Nova-Pak C-18 column (150 x 3.9
mm 1. D) and Ly

Organic acids were eluted with 2.5 mM HCIO4
and detected at 436 nm by the color chnnp
wit]

Dcl H d out In l" 18-
ml capacity polypropy ene tubes. An aliguot
(80 ulnl' sample (or standard) was added to
1.08 ml of 0.025
followed by addluon of 1.0 m) of HPLC-grade
acetone, and by 10 ul of 0.01 M FMOC in
acetone. The tubec was shaken and
maintained at room temperature (22 - 26"0)
for 10 min. After this time, a 2-ml

mM , and 15 mM Nl,l‘o‘ -
2 mM NaOH buﬂ‘cr (pH 10.5) within the
reaction coil. Experllncnu of labeling and
deter acids were repeated
at Jeast twice.

of pel
Poly-p-hydroxybutyrat rate (l’HBl was n:uyed

1:1 solution of hexane/ethyl acetate wal

added to the sample and the mixture was

shaken vigorously. Finally. 10 ul from the

aqueous layer was injected into the HPLC

tus. Elution of the FMOC amino acids

was effected with an I8 BO% gradient of
acetonitrile: buffer A (0.O5 M

lhe spectrophotometric smmethod of Law and
(Law & Slepecky. 1961). The
method yield®s a single, symmetrical
absorption peak for crotonic acid centered at
23% nm. indicating that other reaction
products do not intcrfere with the assay.

mluu- of {14CIPHEB. Batch cultures

pH 3.8, adjusted with acetic acid) at a flow
rate of 1} mi/min at 45°C. The cluted FMOC
acid were

were grown as described above
ln . After S h of
growth a 30 min pulse of 0.2 uCi/ml of {1.4-

means of a Waters 470 Scannlng
Fluoreacence Detector (254 nmey. 313 nmem).
The determination of amina acids was
repeated at least twice.

Labsling

us 0.2 puCi/ml of [2.3-
“Clnucclnl!c. or of {U-14Cjglutamine (0.2
uCi/ml), was applied. Specific acllvuy was the
same as above. After pulse labeling. the
cultures were centrifuged., washed as

described under “growth conditions” and the

end
.d‘.hheledeell andmedlum-rnple-llso
20 ml. from

peliet 4 d for the determination of PHB
Eaw & m, 1961) with the following

(10 mM)-
llut‘mlne (IO mM) medlum (or in other
d med At

as
-3 gnnh a 30 min ullc o(o.z nCi/mt of
ll Q 3 I.m:cin-te plu- 0.2 ucn/ml of 12.3-
such that the
ﬂnal apecific ncuvlty was 2-fold to that of

beled succinate used in the experlrnenu n
whlch 14CO3 was ed.
were then p! as deu:rlbed (ur

of PHB with
chiloroform, !\vo lo~ul aliguots were removed.
for uniabeled PHB

& Slepec 1961).
portion \'al -ubjected to liquid scintillation
SC Syatem.
The deler:nlnnllon of [ 1¢C|PHB was performed
at least twice.

acld .n.ly-l- as above. omanlc acids from
cell- and

0 ul- and SO ul
aliquots, respoctively. into a Waters Model 50
Chromatograph [Millipore Corp.. Watera
Chromatography Diviaion. Mildford., MAI}
equlpped with a Waters model 490

was perforined on thre:

Preparation of
medium samples (10 ml) and measurement of
ammonia content with an Orion (Cambridge.
MA. USA) electrode were as described
previously (l-'l- et al.. 1979.). Ammonia
at least twice.

Centrifuged cclll were resuspended in 1 ml of

separation
lon-Pak-811 (Waters Chromato'raphy
Diviston) column- {300 x 8 mm 1.D.)

cannected in sertes. The column temperature
was 60°C and the flow rate was 0.9 mi/min.

10 ide buffer (pit 7.4)
containing 1 mM MgCia. After sonication
(Soniprep 150, New Brunswick. USA) at 4°C
with four 45-sec pulses. GS activity was
messured in the crude homogenate. In some



mnu. 0.5 mM L-methionine-S.R-
ine (MS) was to the
Mth

etli and R. meltloti wild-type strains. After

ar on medium the
cells were cen(rﬂ'uged and resuspended in
te

an cxternnl

mMS
of os { &
“ 1968). GS was m (mynithy
as deacribed by Bender et al. (Donder
etal.. 1977). The specific activity of QS is

expressed an nanomoles of v-

min mg
$w=ln. GSI and GSIi r:tuviuemere

(nee Fiv
after the pulse, considerable Iabc—l was
tncorporated into glutamate, alanine and
glutamine (Table 1. columns 2 and 3}
Addittionally. almost half the label ln
n P in Ilu

find

as de pr ty & Kaetts,
1977). GS determination was determined at
least twice.

gro
s in the fact '.hat

GOGA’I‘ is prelent in both R e(l( (above) and
in R 1980

& Low
expreul!on of NADPH-dcpendent GDH occurs
in R. meliloti. and the cnzyme is non-
functional since it does not grow in
ammonium in_the pre.ence of 5 mM of

of GOGAT

AR TS

CGlutamiae metabelioms in R. otii CES -‘

m R. meolilost 1081 wild- met

the of L (Beave
end { N orPornuon of label etlt, reducuve
derived from L-| 13N into

etal. 1989). Thus. as with R.
13N- amlnnuon of 2-

amino acids and into ammonium in R. etll
CES wild-type strain was determined for cells
n d e

relative content of label In glutamine was
found to decrease over thirty minutes

lgeaddluon of the pulse. By 30 min.
the label in glutamate.
AMmMOonium AMmoun

ot & factor tn the
rroducnon olr l“‘nglutnmale from

Succinate and giuntamine exidation ia R
otli CE S. -. melileti 1031 wild-type and

O - mutan 1‘he oxldauon ol’ succlna!e in

lanine. and the pr d y
. 25% in R. etliit CE 3 and by cou ln R. melilott

1021 strain B n the

pr of . after 5 h of

growth, the 1021 strain had consumed 1348

umol of per mg of pf 1 from the

as ( .
1908: Durda ¢t al. 1995). In addition. via the
action of GOGAT (Lemaits et al.. 1987)and a
transaminase, some of this labeled amide
nltl'o‘en is incorporated into the a-amino
groups ﬂut-mate and alanine. reapectively.
of 2-oxoglutarate is
uniikely to occur beeau-c R. etlt CE does 3:::
Gheuve ot al.. 1968). ulmfaulcluuunne
ts then .enenled from b—l‘:’Nlﬂuhmate by
the action of GS. In Y. t

that i & lource of both

etll.

nly 694 umol of glutamine
r mg of proteln had been uullzed This
nding tha

preferentially over glutamine in the strains
studied,

As noted above. the synthesis of glutamine
and fts cycling are necessary for opll 1
utilization of carbon sources {

1986;
1990)). The Mty
synthcsis plays a similar role in_ R. meliloti
lozl wild-type and'g.‘-s- mutants of this strain

wriid ty; strain

. m and the R. melilott OS- mutant strnln were

[ro‘ln on and

ot ] that d of {1.4-14C]. ¢ to 14CO,
nitrogien is a source of both glutamine by these organisms was mcasured.
12111 ata are p n Fig. 1 A for

the oxidation of succinate to CO, by cultures
grown for S h after a 30 min pulae of labweled

€6



succinate. A minot effect was cheerved oo the

The growth rate of the R. melioti GS1-:GSIt-
strain 0

by
lacking GSl. In conl’.rllt. lack of GSil resulted
in a 45%

by 62% in
the mutant that Inck:d both GSI and G811
[t a 1A). When MS was to gloumb“

activity * etal.. 1980) in the
mutant. a small, further decrease (to 70%

medium was 40% (i.e.. 5 h doubling time) that
of the wild-1 atrain. The lower growth rate
mutant was not due to l-ck of

after 3 h growth mhl.herlh.nlhltof
the wild-type strain. in addition, more
amlnonium was excreted by the GSI-:GSII-

in
1A: see also

mutant than by the wild-type strain

to

oxidation was observed (Fig. {Table 2). Therefore. some internal carbon
of must be responsible for the
-nd the lack « oi Y suboptimal in_ succinate-glutamine
to 18% of the double mutant GSI-GSll-
ol‘ th.t which occured when was P data o that the
the only carbon source (and is contr less than
the oge: and R is gr g that of of the doubd
optimally. "of both substrates.
The oxldauun (albell at a slow rate) of
The GS- mutant strains of R. il 1021 n this strain may
drowing on d be due to the presence of another
and their Gs. namely GSlin (lc.l- et al.. 1990). The
G is MS the double mutant.

oxldlled in the wild- !ype strain in the
of and as mentioned succinate oxld-tlon ( IB). it in expected
-lxwe by 40% that GSIii will prov u(-mlne in only very
in by the low rate
that in (l-‘l; of growth (8 h D.Tl of the double mutant in
1B). more gl (data not

in
CO3 in the absence of GSI, slightly more ll‘
asll is ina both
ensylne s the oxidation of this amino acid is
ncreased 76% over that of the wild-
llnln (FI' 1B). Oxlduuon of ,qumlnc
increases MS to the

ashown).

thesis of ghutamine end incerperation
label w INCDOOOI.nto inte

S S

double ‘mutant 18). In addition, the
more ammonium

than does the wild-type strain grown in the

of lubel
from |1. Q-I‘Cllucclnute into various amino
acides (Fig. 1C). As a corollary, the

ration ol' label into some amino acids

resence
?nme a). - of
d, this acid is

preferenunlly oxidized in comparison with

succinate. This effect is reflected by a 2-fold
in gt {from 694 to

13889 umol/mg of protein/S h) and by a
in

(from 1348
to 237 pmol/mg of protein/3 h) in the GSI-
;:GS8I- mut.nt -tr-ln. lmport.nlly n the

pr
.ub-t-nu.l incremase (4-foid) occurs ln

was he GSI- mutant compared
with that in the ‘nld -type strain. and it was
decreased T in the GSII- strain for all the
amino g, @n.
aty. and double
mutant strain the relative incaorporation of
label into all the acids aly
was decreased by 80% or more com; with
that of the wild-type control. The presence of
MS resuited in even lower incorporation of
14C lnto amino acids in the double mutant
strain. As found for N. crassa (Caldeséa ot
al.. 1989; Caldeséa & Mera. 1985). the data
n

ed with that in
ly (see

P of
legend to g 1).

d for R il wild-type atr:
cm regarding the tncorporauon of 14C from (1.4-

P
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- 1963). y-

oryuumme(ru |c).
that this amino acid (Caldovén &
Meva. 1985). The of

um which is by

B) &

OHbu(yryl -CaA can be converted to
1-CoA (D OHBCaA)

1 ). The incorporation of I.bel

ammont
back into ¢ this actd: the

{which is dertved
from succinate ﬁnrou.h the TCA cycle),
the of A

of GO8 must
perfnn:e mult tn leu lncorponuon of 14C

dertved from succinate into several of the
above menlloned or‘.nlcb':cldl aﬂer S h

b-OHB by succinate was greater than that by
gutamine 1 '.he-lldlype-tr-ln 1021. This
finding is ln accord with the preferrential

was
ob.erved for the vaﬂou- 05 mutants as
above, both R. et

shown 'm. As noted
and R. ote tack l‘:nctlonll NADPH-
an:

to acetyl CoA and to
A-OHB (T-ble 4) {

) &
991). In contrast. when the GSI-G
muunt strain Wﬁl treated with MS. label
from (1 to A-OHB was

dependent GDH
asaimila

ted in these organisms by the 05— by so-fnld ed \vnh lhnt of the
GOGAT pathway. untreated wild-type strain. posite
occurred with the label derlve from

O and 114C In this case. label in 8-OHB
of ouscinate- and ghutamine iate was increascd @0-fold compared with that
m. oesids. The GSI-:GSII- llrnln grown in the untreated wild-type strain. Label in 8-
4- to e-rold OHB (in the untreated GS- mutant strains

was intermediate between that of the wild-
type .nd that of the double mutant strain

wild-type tnn‘l'ndﬂ to 12-fold
- » - - -fo w-ter
amounts than did the single

(Table 4]. The decrease In
label from [14C into 2-
! B and 8-OHB in the GS-

in the and pr of MS,
{Table 3). . Al 2-fold

se of malic acid occurred in the GSI-
;081 strain tn of MS (Table 3).

the presence
In addition. the GSI-:GSII- mutant

¥7-OH|
:GS1I- double mutant strains with and
without MS, when compared with the wild-
strain, can only partially be explained as

y-hydroxybutyric actd (y-OHB) than did
the single mutant QS1- strain. The
excreted was 3- and 9-fold higher iIn the
absence and in the presence of MS,

a consequence of the increase in these acids
that from a

rate of
of glutamine (T ble 4). For example. the
ditlution of labe! was 685-fold in 2 -oxoglutaric
acid and 50-fold in 8-OHB. owever, the

(Table 3). yOHB ia derived from
glutamine through the ive
conversion of ln Y ric

n of these or--mc acids was
7- and BS.fold. respectively.
. label in vOHB was diluted 10-fold

increa;

acid (y-aba). (SAS)
and finally to rOHB (Flerce-Soamaniege ot
al.. 1983).

but its concentration was increased 2-fold
in contrast. the label in succinic
reduced 3-fold. but ita concentration
did not change appreclably. The data

As reported (Ba etal,

1993). R. meliott 1021, as with other

of Rhigzobtum. accumulates poly-8-
yd te (PHB) when grown in the

P at
ted into dlﬂ'erenl organic

carbon incorpora
acids and that impatrment of glutamine

the rate of degradation ol‘
der

with
with jut.lnlne {sece also Table 4). A gr
amount of the 12 accumulated by the
ast-:asit- mulmt strain than by the wild-
type strasn (Table 4) (Basarmasién et al..
1998). “Thus, tmpairment of giutamine
the sion of this

actd. un
impaired glutamine nyn(he-ls. carbon

¥-OHB, and B- OHB is derlved more readily
from glutamine than from succinate. The
idea that giutamine is a more direct precursor
of these organic acids than is succinate is

ted by the fact that tn the GSI1-:GSIl-

mwmﬂ HBbut-l-oto.b-
hydroxybutyric (B-OHB) {the p:
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strain, incorporation of label derived from
|I0C|-uceln?(e into Y-OHB and $-OHB ln#‘;e

tncrease in labeling of 8- OHB in the presence
of plus [14C is almo in
accord wnh the greater utilization of

One explanation for the fact that
glutamine oxidation to CO3 is lower than
that of succinate in the

shown).

DIACUSSION

In contrast to many other bacteria. succinate
is a good carbon source in Rhizobium and is
effectively oxidized to CO3. R. etli CE 3 and R.
melidot{ 1021 strains grow optimally on MM

oniy shightly Ie:ln\vell ll'ammonlum is -ﬂ

wild type [y
that this amino acid can be ted to

and then to y-aba,

which in turn is converted lu SAS 1—0HB n-
OHBCoA and PHB m Malpeen .

Miller et al.. 1991). The 2- oxo‘luun!e

derived from glutamine is a precursor of

in When grown in the

of is p in

s also oxidized to coz (l-‘lg 1 and Tuble 4). In
the pr of glut

nudauon to CO, is decreased by 25 and 40%
in R etlli and in R. meldoti, reapectively.
Apparently, oxtidation of glutamine
subsatitutes for that of succinate. of
lmportance is the (finding that when

R. and s in high to
the medium after 10 h (data not shown).

mmummnmu—n‘
and/ec

only minor

in used as the sole nitrogen uource
of

excreted to the medium (Table 2). If glummlne
is utilized as the carbon and nitrogen source

occur. even
in

the gr
s 409 ol'.h-l which occur- in the presence of

when gb
the medium. R. nnulotl 1031 mna’:wuln
D.T.
Under these conditions, GSI1 is induced
u i h. During this time. GS1
u::vlmy s decreased. At lnter times, vhen
1= o

nd is
excreted w the medlurn n"nble 2). This finding
that to carbon use
occurs in the P of
tum. The data clearly show thnl succinate
is a better than &

The fate of the label dertved from L-lamide-
13N Uuulnlne and from {13Nlammonia shows
that ogen in the of gt

P
has two f{ates: -l incorporation into the a-
P

to 18 [ .
when R.n-unulozlud'mn.ecucnamu

f glutamate. alanine and
as and

are
utamine as the sole carbon and nllrogen
s s alower (B h D.T.).

sources, growth ogen s L3
o of Qsil St of a gl transa:
decreases during the firat 12 h to increase pathway, glutaminases (Durés & Caldovréa.
slightly thefc.ller (rig. 25). Under these 3 et al.. 1996). GOGAT (Brave &
1968), and a transaminase. Labeling of
nnd ll:' w the cue 1n which the a mlno groups of glutamate -nd‘_
A1 e does the aence

ammonium is excreted into the ‘medium gD“ -nd as ot requlre o a
{Table 2) (Pusda & Calderén. |. in thetic NAD) dcpendem GDH activity
mote - is abeent In R. etit CE 3 (Beave ct al.. 1988;

o utarate reted when R. meulou
Gsi-:Q811- I‘ ‘rovn in the pme of
utamine-only ssedtum than n

'zm

Srave & Mera. 1988). Thus. recycll of
B uuuneou:uumClaln-umlhrfl

to that in N. crassa. s the case with N.
crassa. )} is




is the only carbon source and

wihen a pulse of (1, o-l«‘ 1s

the only nitrogen source.

» R of
Sutamine "('_n. 1C). 'nm nmir ing is -l-o

s
Abaence of GS activity affects not only
but also glutamine

b This ph is by

?ﬂnﬂoﬂ of n R. ; 4 (l'lg.

an in excretion, 2-

soduced In the 08— mutant .tr.ln. In this
it is to note that in R.
moliiet: and n.clu'lld-type .llaglumln

to the level- exhlhned by these

oxoglutarate production and glutamine
oxtdation by the GSI-:GSIl- mutant strain
{Tables 2. 3 and Fig. 18).

The double mutant GS!-:GSll- grows
with ‘a doubling time of S h in succinate-
This rate is similar to

lh-t. exhibited by the wild-type strain grown
ly medium. The GSI-:GSII-

arganism
medium (n. 2A) (lnvo & -u. 1988).

1 the present in the

and ltro.en DO
nduced (N 28). Undebr these conditio!
d but its h

medlum. although at a lower rate than that
the wild-type strain (Fig. 1A and Table 4). In
the wild-type strain can

soduced, -mm.tm-y.p-m and
for ather needs &
Blars. 1969). The lack of induction of GSII in

the abeence of succinate s ste a role for
this erganic acid in the ucuon of this
e Th ze the

!lon !o

3 he
ly by G (l"ll

nlll with some
glutamine synthesis (Fig. 28). something that
can not happen In the double mutant
whetenl glutamine synthesis is gre-uy
the low nle of growth of the

1

OSI cau- strain
medium (7 h D. ‘l'.) mny be r-uon.llzed [T313
can not

oyn N primar
ZA-ndB.nnd.eebelow). It ts also
etll, G811 l.cllvl!y (but not OSI
n the

in turn impairs
ox orthe of

that in R

.cuvltyl i induced
anunonium as sole oge:
MMesa. 1908).

The excretion of y-OHB in the 1021 and CE 3
atrains (Table 3 and data not shown)

t
gutamate (Durdn & Cal -, 19935) is
decarboxylated and that the y-aba so formed

The considerable dilution of label from
succinate to some organic acids in the GSI-
:GS11- mutant strain (Table 4) is presumably
due to and
cataboliam and to a lower utilization of
succinate. 'l'he relative increase in the
acids in the

ts the of this y acid (5
& Stadtman, 1963; et al., 1991).

of §;
doubie mut.nl grown in the prelence of
is d lower than

Accumulation of PHB in the
utamine medium (Table 4) s due to the
conversion of rOHB to 5-OHB (Hesdman &

the relative dilution of the label in the
extracellular organic acids derived from
4Clsuccinate (Table 4). Simple dilution does
not expluln the decre.-e in specific

] level of glutamine and its

synthesis .te two factors reguiating lh7_

the regulation of these two substrates.
£ in this

may
re ulation. For example. pyruvate
ydrogenase activity
logum(mcurum (1] decrea.ed by glutamate

Stadimen, 1983
of gl and (1Y
interiinked as indicated by the way glutamine
of tamine. succinate omd-::m 1
s X
mmm & R. melliet: GS-
(GSI-. OSII- and OS§-:O3]11-) compared with
mumm-mmﬂ. 1A). In the
o of GS
is tly
compared with the n h

and

et al.. 19688). Moreoever, glutamate is
the when R.
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R. etii wild-type strains are grown on
4 d. (data not

ahown).
Two gt 1 may op n
R may be b
COg and NH4*. and the NH4* so forthed may
nto glutamine the

amide by
action of G GS- OOGA‘I' ?-thway
for the
carbon skeleton and itas a-nmlno sroup.

the cnrbun-
of glutamine are turned over in the
GS-GOGAT p.lhw-y l..lll-‘ 1994). This

y also
Indeed, this acid 1a in large
mmuﬂo‘: muumwm-muesl.
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Fig. 1. Determination of 14CO;3 and 14C insorperated inte amine asids from
wild-type and OF mutant strains of R. melileti. Cells were grown in 10 mM
succinate-10 mM glutamine medium for 8 h and the label was added to a sample
of the cultures for 30 min as stated in Methods. Panel a: 14CO3 from {1.4-
14Cjlsuccinats. Panel b: 14CO3 from [U-14Clglutamine. 14CO3 evolution in the
wild-type strain was 392.211 and 92.211 c.p.m. {mg protein)-1. respectively. These
values were taken as 100 %. Panel c: 14C incorporated into amino acids from [1.6-
14Clsuccinate. Wild-type specific activity (c.p.m. 1-1) of ds was: 1.
Aspartate: 7,710;: 2. Threonine, plus serine: 3,700: 3. Glutamate: 680; 4.
Glutamaine: 630: 5. Glycine: 2,540. and 6. Alanine: 1.810. wild-type specific

y d into ids was as 100 % with the exception of 1.
Aspartate: 8.742 and 6. Al 1.886, resp ly. which were higher tn the G8I-
mutant etrain.

Pig. 8. OF spesifis activities during growth of R. melilet! 1031 and R. otil
w-‘cmtmm.w“wmdﬂﬂ (O. ®and G811 ( Q.
38 ) measured by its synthetase activity, during growth of R. melilott 1021 {(open
symbols) and R. etit CE3 (closed symbols). Panel a: growth on MM with 10 mM
succinate-10 mM glutamine medium. Panel b: growth on MM with glutamine as
sole nitrogen and carbon source.

73




TABLE 1. 1290 Distribution of label desived from L-{amide-1'N]giutaminge and
pw—mmmw.

Percentage of label

Frem L-{amide-)%Nigiutamiae Froemn RoNlammenivan

etabelite R. etli CES R. etli CES R. melilest 2082
30 snis label S min label S min tabel

Glhutamine* 3.3 14.2 [ X
Glutamate 1.1 19.6 18.2
Alanine 11.3 21.9 7.7
Ammsmoniusn 84.3 33.9 88.7
Glutamine (amine) (18.409 49.38 - (44.08

hd Growth, labelling and sampling as stated in Methods.

- 1SN label in amine plus amide.

[ } Percentage of label in g1 Pr in the a: group.

‘The total label incorporated into ids and was as 100 %.
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TANME 8. Amamenium excretion from different Rhissbium strains.

Struins
R. melilost R. metiloct n. el
1031 aes-:asn- cms
Condiions’ Time (b)
e . e ® . ®

Succinate-Glutamine 0.2 0.1 9.0 18.0 0.1 0.2

Glutamined 3.9 3.7 N.D.» N.D. o.8 23

b4 m strains were grown in 10 mM succinate- 10 mM giutamine
medium as described in Methods.

* Not determained.

[ ] Glutamine (10 mM) as carbon and nitrogen source.
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L 12

Toble 8. Labolling and asccumulation of anganis aakds ln R molliot! 1031 and O mulent slselas grown
PChussinstoguianios meden’.

]
Straies
Tntsaselinler 108t as o OO0 QRO
z‘ -
¢ @ s b s b s 5 a b

Jemgumicacid A5 98 40 121 - - a2 4% 00 A0
swockaic xcid N0 30 NN H00 ON 100 220 MO 170 20
rOHMyicacid 436 1000 3R sS4l I 1M a4 o on 20
pOlMyienis 29 I 110 116 07 KO 019 UN 006 D
PoHdpuc i OOF 700 O WX a¥ B 1 BN 24 36

© Rualied sraies wese grows e 10 M succins sed 10 M phtamine medim. At S, 0201 ! (240dg o) eackof
{16 Cland 23 «Chrccinac were addod snd 30 siswies ntr e amovat of onganic acids and the adkonciviy were

e o= ,

Dethicaine mifenimine concentration wes §. O mid,

 Spacific nieactivity Iaﬂlq‘.-ﬂl
ac-mhaﬂsﬁ(q
(061 Dty acid proset
lﬂlmﬂﬂi

Tnbeliod with (MI“I

(lll iabeliod wilh (Clsuccinate a8 above.



LL

TABE 4. Bawetien of ergenic solde from R. melliot! 1021 and OF mutent straine grown i sutcionts-

grilaniss mefien.
Balar
Bxtsasoliuler 1031 o om 0N 00T o100
Orguale Acide :
Concentzation in mel (mg protein}!

20mgutarkcadd 205 13 w (1] 1210
Malic acid 115 0o 058 1% 203
1OHB NDs (] 0325 - 098 3

* Rmelibti otraine were gownin 10 sl succinate and 10 sl gutansine medium as described in Methods.
+ Methionine sulfoximine 1.0 2.
0 Mot detected.
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4.- RESULTADOS ADICIONALES.



4.9 AVANCES DEL TRABAJO INVESTIGATION
TITULADO: “BlL FPAPEL DE LA SINMTESIS DR
POLIBETANIDROXIBUTIRATO (FPHNB) BN BL METABOLISMO
DE CANBOMO DE Rhizohinms atil™.
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4.1.- BHL PAPRL DE LA sSiNTEsIS DR
POLIBETANIDRORIBUTIRATO (PHB) EM EL METABOLISNO DR
CARBONO DE Rbhizchius atlii

Una gran variedad de microorganismos acumulan compuestos
para almacenamiento de carbornio y energia, uno de estos compuestos
ampliamente distribuido es el poli-p-hidroxibutirato (PHB). E1
conocimiento del papel que el PHB juega como un polimero de reserva en
1a sobrevivencia, proliferacién, fijacién de nitrégeno, metabolismo de
g.rbono d: las rhizobacterias en la rhizosfera es de importancia

tal.

A pesar de que no todas las bacterias son capaces de
acumular PHB se ha observado gQque con la expresisén heterélog 1a
vias de sintesis de PHB, de manera interesante, alguna epa
bacterianas Que originalmente no pueden acumularlo, se vuelven
hébiles para sintetizarlo cuando son cultivadas en fuentes de carbono
tales como gluconato. lactato, glicercl. y hexosas (Anderson et al..
1990; Timm et al., 1990; Huijberts et al.,1992). Esto sugiere gque, en
ptlncipto, todo organismo, hasta posiblemente plantas y animales.

ser de sintetizar FHB si se adicionan un limitado
nimero de genes a través de las técnicas de ingenieria genética, que
incluyen phha. mhhl vy nbhc.

La sintesis de PHB involucra a tres enzimas codificadas por
tres genes ampliamente representados en todas las bacterias L 3
sintetizan PHB. La tioclasa (producto de phhi) Que cataliza la reaccién
ensimdtica que es negativamente regulada por uno de sus productos., la
coens. SCOA), 1la cual es también un producto cuando la acetil-CoA,
entra al ciclo TCA en condiciones éptimas de crecimiento. Dos
moléculas de Acetil-CoA son convertidas en acetoacetil-CoA por esta
enzima. E]l gene phhl qQue codifica para una acetoacetil-CoA reductasa
dependiente de NADPH. Esta enzima es diferente de 1la t.duct-.n
descrita en la degradacidn p-oxidativa de los écidos grasos, y
dltismo, el producto del gene RhLC que e3 la polimexasa gque u:u.iz-
substrato el producto de la acetoacetil-CoA reductasa produciendo

como
B ¥y liberando coensimaA. En algunas instancias., un cuarto gene ha
MOStTado ser necesaric en la Sptima .cumulacién de PHB, .

gene ha sido reportado en

¥y pel parece estar relacionado en la poxintisacién del PHB

su pap
(l.ioh.q.-oll et al.,1992, 1993). Recientesentes el producto de un ORF.
QUe o8 cerca del locus del gene de la PHB sintasa tu‘ localizado en
la superficie Ael grdnulo (Pieper-Furst et al.,1994). Mutantes en
genes no directamente involucrados en la sintesis de PHB Que acumulan
niveles ads bajos que las cepas silvestres (Pries et .1.. 1991, 1992)
¥ la presencia de ORFs sstructuralmente ligados a Yy phbc
(SteinbGchel et al.,1992) sugieren que Otros genes est ' involucrados
en la sintesis de MHB. .

Al mside
han sido identificadas tr s en 18 sintesis de PHB y
ijbe ademis de

polihidroxialcancatos ( 1992; 199%4).,
la_ ruts clésica. La pr ha sido observada en

células cultivadas en una fuente de carbono simple como glucosa y/o
écidos grasos. Las rutas menciocnadas son las siguientes: i) La




“elongacién de la cadena de dcidos grasos™ que es conparable a la ruta
principal para la sintesis de monémeros de PHB., en la cual la acil-CoA
es una de la dos moléculas de acetil-CoA. En esta rut e ha
encontrado que las unidades monoméricas del PHB son inclusoc méds largas
Qque los &cidos grasos Que son utilizados como substratos (Brandl et
88; Huisman et al..,1989);: ii) La degradacidn de dcidos 2ra-°s
io de la p-oxidacién; es la via principal cuando los
son usados como substratos; iii) La bioaintesi *de novo* d

tcido. grasos: es la ruta principal cuando las fuentes de rbono en
Qque son cultivadas las bacterias son fuentes de carbono simples.

La acumulacidn del poliester de reserva PHB ha sido

{Anderson et al.,1990). La presencia de éste

]

liamente documentada
-en varias eapecies de durante la simbiosis (wWong y Evans
; McDermott et al., 1989) y en vida 1%;;_7) (.;C:

1971; Goodchild D.J.1966;

vries et al., 1986; Tombolini y Nuti 1989; Tavernier et al
sido reporcada. A pa-cr de que se han propueato numercsos papeles para
el PHB en asta el momento ninguno de estos ha sido
claramente demostrado.

Sabemos que en R.@tll el PHB es sasintetizado en la fase
estacionaria y Que en la fase exponencial es sintetizado y degradado
cont{inuasente en condiciones en las cuales no se acumula éste polimero
(Encarnacidén, t al., 1955). Esto sugiere la presencia de un mecanismo
regulatoric ssuy sensible que controla la acumulacién y degradacién de

Esta situacién es especialmente favorable en organismos con
baja eficiencia en el ciclo TCA La acumulacién de PHB consume
esta utilizacidn puede prevenir la

una

energfia, ca o y poder reductor,

inhibicién por NADH d arias enzimas del ciclo de Krebs. Esto
pueden mantener un

explicarfia como asrébios estrictos como "
ciclo de Krebs funcional con la bajs concentracién de oxigeno
requerida para la fijacién de nitrégenco (Encarnacién et al.. 1995).

Nosotros hemos reportado que M&“ ¥ otros M
tienen un metabolismo de tipo fermentativo cuando son subcultivados :?

MM (Encarnacién et al 1995). Este metabolismo se caracterigza por:
2)Excrecidn de 4Acidos

una reduccién en la tasa de crecimiento;
orgdnicos; 3)disminucién en la actividades de la enzima piruvato
carboxilasa (PC), piruvato deshidrogenasa {PDH). oxoglutarato
deshidrogenasa (OGDH), y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCKA); @)
acumalaci de FPHB; y S) agregacidén celular.

Para -l andlisis del papel de la sintesis
® utilizado la mutante en la PHB-sintasa CAR1l (Fig.2)
96) la cual fué construida por insercién del cassette:

la PHB sintasa (Fig.l)

de PHB en
(Cevallos et
:Q8p en

23
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Pig.1 Obtencién de la Butante PHB- por insercién del cassette::(SP en el gone BhhG
de R.atlli.

Esta mutante no acumula PHB en ninguna de las condiciones
robadas, excreta al medio altas concentraciones de aminoécidos y
cidos orgénicos, (Cevallos et al., 1996) y lo mas scobresaliesnte es
Que crece pobresente en piruvato o glucosa camo fuente de carbono, los
cusles oxida en un 30 y 708, respectivamente (Fig.2).

se




100

ng Prot./al

A B

Pig.2. Omidacién @e 14C-Glucosa de las cepas de A.Aa%AL CE} Y la mutante phbc-
(CAR1). LS8 Ospas se crecieron en 14C-Glucosa y MM4Cl 10 mi c/u., a las 6h se midié

> to y 1a i &n de 14c en 14CO2. (1) Cuentas por min/mg Prot. de
[1ec) €02; (2) Cr } t en myp Prot./ml de la cepa silvestre CE3 (A) y
3a mutante ghhtC~ (D).

Ademés presenta una baja relacién de NAD+/NADH, algo que
hemos relacionado con la sin nula de PHB ya Que ha aido
document Qqu ncia 4 nucledtidos reducidos en altas
concentraci i célula producen inhibicién de la
ensimas d como la piruvato deshidrogenasa. a-
cetoglutarato deshidrogenasa, @ isocitrato
deshi enasa. La cepa tante i en piruvato o
glucosa presenta una baja lo Que puedo axplicar el
crecimiento deticiente de la cepa mutante en piruvato © glucosa como
tuente de carboneo. (Fig.3)

Con la finalidad de conocer cuales son los posibles
mecanismos regulatorios gue impiden a esta cepa crecer en piruvato ©
o1 como £ e de L n mutagenizado al azar con el

as




PSUP5011 (ThS Mob) a la cepa CAR1l obteniendo tres aisxudo-. (VENSS,
VEMST7 y VEM3I4). Estas cepas no acumulan PHB y crecemn &pt --ont. on
piruvato o glucosa, incluso mejor gque la cepa silvestre (Fig.)d

Y N A

8 B
O 4 8 12 162024 0o 4 8 12 16 30 24 Y = 3 ‘
horas horas ° ."“.”“

Pig. 3. Crecimiento de las eo.-‘. 3¢ R.ARlL CR3., phikC-.VEN-58, VINE-$7, VEN-I4 ea

L - Panel A: Piruvate-amonioc (10m88 c/u); Pamel
B: Glucosa-amonic (10mM c/u); Pansl C: Succinato-amonio (10mM c/u). Cepa silvestsze
CE3 (@); mutante ghht- (O); phbG ::Q8p.tnS (VEROS) (D) ; ghlat-::0ep (VENST) (&)
shlac-: :Qep (VENSS) (V).

Ademds de expresar una mayor actividad de piruvaco
dashidrogenasa (PDH) (Fig.4).
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Pig.4 Actividades especificas de pirx deshi de R.atliid. phhC- ¥y
derivadas crecidas en diferentes fuentes de carbono. Panel A: Crecimiento en
succinato-amonio 10mM c/u; "Ml B: Crecimiento en glucosa-amonio 10 s c/u; Panel
C3 1 en pi loﬂl c/u. La actividad especifica de la PDH es
axp como las 9o P do por minuto por miligramo de proteina.
{1) Cepa silvestre CEB3; (3) Wutante phbC- (CAR1}; (3) Nutante ahkC-: :0ep,.tnS

(VENSS); (&) BhEG ::0ep (VEMST7): (5) nhhg-::Kap (VEN3E) .

a7



Esctas segundas mutaciones fueron subclonadas., obteniendo
sutantes que 8dlc contienen la segunda mutacidén.(Fig.S%)

Goot
Fougmarts 10.0 1 VEANS
Peagrants 0.0 Wb VEMS S
Fragmonta 10.0 15 VEMST oo
- ooy
™
Cosy
SIEVE (15.0 Wb VENES) I e
Sioveinas i vamer ‘ ad
oo

o
CRUZA TRIPARENTAL CON 8. stil CE3

VEMESS4 (CEI::TRE-VENES)
VENGTSS (CEB. Tnb VEMET)
LAS MUTANTES TIENEN UNICAMENTE LA
INSERCION DR Trs

Pi9.-9% Clemacién 4¢ la segunda mutacién a partic de la digestidn de DMA total de
1as cepas VENSS.57 y 34 con Ec loe fragmentoe que contienen la inserciém del
™S ¢ <3 Lt on el pJQ300 y mediante cruila tripasental ee

mevilisaren & la ceps silvestre.

Kl patrdn de hibridacién de DNAs totales dtgortdo- con EcoRl
revela que las tres sutantes hibridizan con el plésmido pWSEl Qque
contiens el gene phbC (Cevallos et al., 1996), presentando en las trxes
c?. obtenidas una banda de mayor tamsfio que la presente en la cepa

vestre, 10 Que nos sugiere la presencia del cassette QSp en el




gene hhf (Fig.6A). Por otro lado podemos observar al hibridizar las
mismas sutantes con el pSUPS01l (TnSMob), Que las bandas obtenidas en
Py Y cepas VEMS7 y VEM saon del miamo tamafio y diferente:
observada en la cepa VEM34 (Fig.6B), 1o que fud corrobora de

por la secuencia de los genes interrumpidos en 1los tr-g-nto.

clonados .

T - e -
t _E 1 — a:n’_ !
I
|

Pig-6. Nibcridacidn dol genoms do R.gRll CEI ¥y mutantes CEI:: QASp-phbC., ThaS. usands
ocmtes detectores ean A) el plasmido pINS e e un fragmento de J.0kb (Mglll) que
de S.abli on dicho vector, y D) poUPEe2l T™S Mob

contiens al gene

Los fragmentos Qque contienen los ™S de cada una de las
cepas fueron clonados en el PJIQI00 y sediante una crusza triparent.
las mutaciones fueron tra tre obteniendo 1
matant VIS to se hizo con 1
tinali
il qQque la acumul de
sencillas (VINSS-5¢ y VENS7-5S) tu‘ lélo el 408 d. la obse:
cepa silvestre.

Como mencionamos en el pérrafo anterior los fragmentos
conteniendo los TnS dJde stas d4dos mutantes fueron clonados y
secuenciados. en el fragmento clonado de la mutante VENSS se
identificaron dos fases de lecturs abiezrta (ORF), el ORF1 (3574 pb)

contiene la ™S, y su secuencia nuc.l.ot(‘ic. pr.-lnt. un
1 de w ini et 1995)

808 de ol
(Fig.7) ¥y alta homologia con el ORF4 encontr.
y Shiamasis zislasess (Liesbergesell y scoinbo::hcl, 1992; 1993).




orf Raml  MISEKKIVI KXYANRRLYN TGISTYVILD DLAVIVIREE DFIVODAKSG @
orf R.etli MNAEGIIVI KXYANRRLYN TGISTYVILE DLABMVRGE DIFTVCONKTE w0
Qrewwms  M.EXIVI ROANRRLN TCISTYVTL. DLA.NIGCE 0F. VOONK. . ©
orf Rasl  EETHIVLIO IIFEQRSICIC NTILPLSFIR QLISMYGEOM QOVPSYLEH 100
orf R.etli  TOITHSVUIO TIFEQRSICIG NTLLPTSFLR QKITYYCEOM QOAPEFLEE 100
of Rasl  SUPTIOOA QRIDITKAF GIPIGNK VRLQLVE-IQ VRINTRERQ 149
oxf R.etli  SEPTIOON QRICVNRNF GETPLANQ 150
Crswmus  SUAPTION QRED. . N G.TP.QAL. .P.Q...... ... NTE.F.Q 150
orf Rual  NOETITR APPNGETRA ENCIEIKE GUANOTD MG 192
af R.atli  JOPSFIA FPANGA-XT EANDIEIXE HLON-KID ML~ 190
Gssms  NOEETR P.AK..... BNCIELXE . R....KD M. 193

Pig.7 Cemparacién de las secuencias de amincécidos deducides de las secuencieas

auslestfdicas del ORF 1 de A.,88llL cepa CE3 y del ORF de AMalALSRA (Tonbolini et
al..1998). .

En estas bacterias, a diferencia de A.maalilakd v m
el ORFé .r .ncia.;n:r. locnlisado -ncr. los gene ¥y Dhhl

clonado el ORF - pto.‘ncin o
une protefina de 322 kDa. FoOr otro lado .n L) po.o molecular
(ree) c de la secuencia de nucl ORF da un

producto de 17 kDa. Cabe sefialar que a pe ado la
presencia de éste ORF en 3 géneros diferentes ain no ha sido posible
asignarsele ninguna funcién. La secuencia nucleotidica del ORF de
presenta el inicio de transcripcién, la posible zona de unién a

acme (Shine Delgarno). El1 segundo ORF (OR¥2) presenta homologfa

3
con genes de '-cocottolalc (Fig.8) lo que sugiere un posible papel del
ORFl en la sintesis del PHB.
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Pig.8 Oxganizacién del plbamido pCV1a clonado de la cepa VEMSS, éate plésmido
comntiene el ORPF1l interrumpido por el tnS y un ORF Que tiene homologia con el gene
ahhi de . Bn (A) podemos obhservar la posicidn y orientacidén del las
fases de loe ORFs, (B) el mapa fisico del pldsmidco y sitios de restriccién
identiticados, y en (C) la esat de 1a ia de DNA.

Actualmente se xealizan estudios que permitirén dilucidar la
funcién de este ORF1l en la acumulacién de PHB ¥ en el papel de éste en
el metabolismo de carbono en . presencia de este ORF
estructuralemente ligado, al mencos al gene gphhi. (Fig.8), y la
disminucién en la acumulacién de PHB en la cepa VEM 58-54 y VEM S57-55,
las cuales presentan el gene inter: ido por tn%, sugiere un papel de
este gene en la regulacién de la biosintesis del PHB.

. Como mencionamos anteriormente. R.agli al ser subcultivado
en MM cambia su metabolismo de asrdbico a fermentativo (Encarnacién et
al., 1995), presentando una serie de cambios morfofisioldégicos,
dejandoc de cx r al ser subcultivado en MM. Sin embargo, al

subcultivar a cepa VEMSS en MM-piruvato, condicién en la cual
la cepa de CE3 deja de crecer en el segundo subcultivo,
observamos gque esta doble mutante contiene una mutacién en el ORFl y

gque mantiene su crecimiento en el segundo subcultivo (Fig.9).
91



RPL: x tanS) en
ol B:
l.qundu

Pi@g.® Crecimisntos de las cepas de R.akll CE3 y VENSS (phbC::180s
subcultives ea M con piruvato-amonio. Panel A: cepa silvestre F3
mutante VENSS (phdC::Qep, ORFl::tnS). (@) Primer subcultive; (H)

subcultivo.

pel central

to nos sugiere gque éste ORF pusde
on la btoltnt.ni. de PHB regulando el flujo de
. O i el PHB adewmds de ser sintetizado
reir de dcidos

de ellos, 1lo

que
aerébico a fermentativo. Es importante mencionar gque cuando
deja de crecer durante la ionaria, sufre una disminucién en
mctcctén de los
-.1981), P
la cepa
nio) suplementado con écidos grasos como palmitico y
capaz de croc.r continuamente. Como ya se menciond; la
na gue es cofactor de as enzimas gue participan en 1la
sintesis de tcxdo- grasos. iwtd. @l cambio dox metabolismo en
For otro 1 AR, Ce® -15 ta misma vitamina
un .!.ceo xnhtbitorxo en la nlnt d. HB {Chowdhury et al.,
1996). Por lo anterior, del a ito sobre la piruvato
1. PHB, (Dunn et al.. 1996),
e erébico a fermentativo, la
r un efecto en la regulacién del flujo de
evitando que éste sea acumulado como PHB,

22

evitando
biotina e.ﬂ;t‘n podria
caxrbone hacia dcidos grasos,




como sucede en condiciones fermentativas (Encarnacién et al., 1995).
En este contexto y apoyandonos en la evidencia de que la mutacién en
el ORF produce una disminucién de hasta un 60% en la acumulacidén de
PHB, @l papel del ORF seria el de regular el flujo de carbono hacia
PHBR, compitiendo por el carbone qQque en condiciones de crecimiento
exponencial pretende ser llevado al ciclo TCA y a la sintesis de
d&cidos grasos.

Por Gltimo, como ya lo hemos propuesto con anterioridad y
pudimos corroborar con el presente trabajo, el PHB debe ser
consjiderado como un producto de fermentacién gQue secuestra poder
red or, io para la operacién del ciclo TCA bajo condiciones
microserdbicas.




4.2 AVANCES DEL TRABAJO DE INVESTIQACIOM
TITULADO: “CLOMACION ¥ REAQULATION DE LA GATALABA-
PEROXIDASA DE Rhlzohlam a3i”.
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4.2.~ CLOMACION Y RRGULACION DR LA CATALASA-PEROXIDASA
DR Rhizaobium atld.

oxidativo ocurre cuando la concentracién de

xigeno en la célula son miés abundantea los

de la célula y el dafio al DNA, RNA, protefinas y

En consecuencia, virtualmente todos 1los
de defensa.

El estré

espeacies activas d

mecaniamos de defen

lipidol puede ocurrir.

ismos aerdbicos cuentan con sistemas

La respuesta bacteriana al oxidativo ha sido
extensamente demostrada en Yy

Un grupo de genes y sus productos, que son responsables

de la respuesta al estrés oxidativo han sido identificados, éatos

peroxidasas, superdéxido dismutasas, enzimas

eatrés

incluyen catalasas,
reparadoras de DNA, etc.
En bacterias fijadoras de nitrégeno poco se conoce acerca
de su respuesta al estrés oxidativo o sobre su habilidad para
sobrevivir a diversas condiciones en el suelo y menos sSe sabe la
manera de cémo les afecta. particularmente, el estrés oxidativo en la
actividad celular durante el establecimiento de la simbiosis.

Es importante mencionar qQque no sélo en presencia de oxigeno
bacterias aerdébicas o aerdébios facultativos se generan especies
oxidantes tabolismo general de estas bacterias. También
en bacter s, por medio de la reaccién de Fenton. el

i rébi
réxido de hidréqeno libre, reaccicna con metales en transicién
formar el més poderosc y altamente reactivo oxidante, el rad
(Halliwell et al.,1990; Ryan et al.,1992) El anidén

hidroxilo (OH-)
superéxido y el peréxido de hidrégeno pueden tambidén ser ge adoa por
autooxidacién de deshidrogenasas, tioles, flavinas, oxidasas y por
radiacién de luz UV (Farr et al., 1991).

En numerosos eatudios realizados con bacterias anaerébicas
han demcstradc que especies sensibles a oxigeno tienen diferentes
rangos de tolerancia frente a este compuesto y que no responden a &1
de una manera uniforme. Por ejemplo, se han reportado algunos tipos des
bacterias que permanecen viables por largos perfiocdos en presencia de
oxfgeno y/0 radicales libres (Finegold et al.,1989; Morris J.G..,
1980). Bl en caso especifico del ndédulo Que es donde se .103.

durente ls simbiosis. la presencis y accién de varias
das durante 4éste pProceso como son la ferredoxina ri
est n

ahd
proteinas t.qu.
uric hidrogenssa y leghemoglobina (Dalton et al.,1991)
o de autooxidacién generando P ies alc -
81). Por esto se ha sugerido gque en algunas
., COmOo en organismos aerdbicaos la presencia
Gxido dismutasa (SOD) y la cat Jjuegan un
reacti generadas

papel impo detoxificacién de especie
PoOr el metadbolismo aerdbico y por la r-accién de roncon (nox-rxs J G
1980; Rocha et al.,L1996). Nuestro i al
el pspel de la cat.l.-.. no adlo en vid. libre, .ino :-bi‘n -
simbiowis.

Aninakhing ha sido clagificado como un_ organismo
microaexébico porgue sélo ti:l- nitrégeno en microaerobiosis. Una
5




ventaja de vivir en microaerobiosis es que en éste estado la bacteria
se protege contra el dafio oxidativo. Hemos observado que BRASORINA e
muy sensible al dafio por perdxido de hidrégeno cuando crece en un
medio completo (PY), sin embargo cuando lo hace en MM, condicién qQue
induce al metabolismo fermentativo, esta bacteria se vuelve resistente
& este agente. Asimismo cuando la bacteria se cultiva en MM con
suplamentos como biotina o tismina (Fig.l), condicidénes qQque mantienen
@l metabolismo aerdbico, responde haciéndose muy senlxbxo
al dafio por perédxido de hidrégeno. De la miama manera una ce

mutada en el gene raclh (Martinez-Salazar et al., 1991), 1la cual.
pPresenta una mayor sensibilidad al dafico a DNA que puede ser producido
entre otros agentes por el perdxido de hidrégeno, fué mis resistente
al H202 con so0lo cultivarla previamente en M (Fig.1l).

A A
20 30 40 -] 0 20 30 40
HpO2 CONCENTRACION (1M)

rig-.2 \M..lll‘-d celular de la cepa .llv.-tr. CR3 y Rec A- de
f WS TN crecieates de pesrdéunido de (8202)
ae on 4i -‘to.. La exposicién é» las células contra N202 se hiso
pov 1S minutes, deospuds do las 12h (A) y 264h (B) 9o crecimiento. Las células de la
cepa CE) se cultivaron en: PY (O); Mt (@); 1M inoculando com D.O. de 0.003 (W)
MM-tiamina (10 pg/ml) (A); Wi-blotina (1 pg/ml) (D). Las células de la cepa RecA-
s® imcudarom en: PY (); WM (¥).




otra condicién donde A.atll presenta un cambio en la
sensibilidad a H20: es cuando iniciamos un cultivo en MM con un bajo
inéculo (0.003 D.Q.) en lugar de 0.05 R.O. En esta condicién el
crecimiento es Optimo, el cambio al metabolismo fermentativo no se
observa ¥ la bacteria es muy sensible a este agente oxidante.

En funcién a lo anterior se decidid estudiar el papel de la
enzima catalasa en lo relacicnado a la reaistencia de AR.atlli al
peréxido de hidrégeno, en particular si es resistente a este compuesto
cuando crece en MM.

Por lo anterior nos planteamos que la misma concentracién de
la catalasa podrfa ser més efectiva cuando la bacteria lleva a cabo
cambio del metabolismo aerdébico al fermentativo que conlleva la
agregacién celular y los procescos antes mencionados, ademés de que en
estas condiciones la difusién del Hz20z2 se reduce. En un reporte
relativamente reciente se presenta evidencia en f.gald de que cuando
se incrementa la concentracién celular se observa agregacidn
bacteriana y en estas condiciones la misma concentracidén de la
catalasa reduce el H:0: del medico mejor de lo Que lo hace en células no
agregadas (Ma y Bacon. 1992). Evidencias preliminares sugieren que
algo parecido p eatar do en .

A.axll existe una .i.ncomp-c;b;lxdnd en expresar una
Sprima c-p.cidnd oxidativa y una adecuada resi cia contra el dafio
oxidativo (Fig 1). En éste contexto a -.z considerado un
organismo microaeroff{lico, £ ha sido clasificado sélo por su
capacidad para fij condiciones microaerédbic (Krieg et
al., 1986). Sobre o que en los nédulos de
plantas legumino NZIiMas necesarias para
detoxificar agente: t al., 1986,1989; Dalton
et al., 1991). La alts sensibilidad de A.akll al H:02 cuando crece
asrébicamente, pédria ser un factor importante Para que este organismo
entzre en simbiosis con la planta.

L.a sgregacién celular, al crear un ambiente microaerébico y
un estado fermentativo, contribuye a la proteccién contra el H20z en
R.8Rll cepa CE3 cuando crece en WM.

Como ya mencionamos anteri ismo anti-

oxidante que elimina especies reactivas g.n.t.d.. por el O
aerdbico, es mediado por la actividad de catalasas y peroxidasas.
Alguncos microorganismos presentan més de una isocenzi de catal b4
sabamos gue en S® encuentra p
ondicién de crecimiento y el tipo

sammetida la bacteria (Fig. 2).

estrés al gque e»
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Easharishic anll AaNl CE3

Pig@-2. A diferxencia de otras bacterias comc Bashaziahis galli que posee mis de
una catalasa. A.atll presenta una sola actividad electroforética, sin importar
las condiciones metabdlicas a las que es sometida la hacteria. Condiciocnes de
cultivo: 1.- Medioc Rico (PY), 2.-Medio minimo (MM) en fase estacionaria, 3.-MM en
fase exponencial, 6.-Previc eeatrés pPOr alta tesperatura, S$S.-Previco estrés por
perdxnido de hidrégeno (15 uM) . (Bl método utilizado fue reportado por de Woodbury
ot al., 1971).

m‘h-m resenta dos iscenzimas al igual gque las cepas
de biotipo X (299) y biotipo IX (899) (PFig.3).



Pa 299 (2), y

Pig.3.
subg! las cuales se

Shizahing malilasi
rupo B, cepa 899 (3).
< ondo de las condiciones de crecimiento.

Akl presenta un incremento de la actividad de catalasa
cionaria de crecimiento en M (Fig.4).

on la fa
<

Prt.

rie . MActividad d¢ la enzima ca a on B.ARlL cepa CE3 cultivada en M y MM
Nomoeerina en fase al y naria. Panel A: Las células se cultivaron
on WS ¥y on MMN-hamcserima durante 6h; Panel B: Las células se cultivaron durante
36h en iguales condiciones que A. (Bl método utilizado fue reportado por de Aebi
ot ak., 19%8). 99




2 R.aaslidlati se observa una sola actividad de catalasa en
pero al adicionar homos ina se presenta otra actividad de

catalasa (Fig.%). En ‘.‘%‘A no observamos ningin efecto de la
homos: na en la regulacidén de las dos isoenzimas Que presenta esta
hacteria (Fig.5).

A.etll CES Sscharichia _col
MMain HB MM NS MBS ainHE A aon HB
ias culicd on ¢ euplementadas con homose M (1 wif). La
ula - la actividad y 1a aparicién de dive entidades
- Do esta forma en B.aRAA la actividad de 1la \inlc- ensime
presente s wis del doble, eon A.malAlasl ap una actividad

electroforética, al igual que en Sashasishia aail.

En B.atlld la regulacién de la catalasa muy posibleman:
a cravds de hoaol.rinn(-s lactonas, al i e ha sido recientesente

gual qu
hellhorn et al..1995) don se rTegula la
- acionaria. Algo
oen en la fase exponencial, en
P ia de h i.nu (rig.4)

Para conocer con mis detalle el papel de la ¢ lasa en
't““ hemos obtenido en el laboratorio por mutagénesis al azar, con
el pSUPS011L (TnS Mob), una rutante sin esta actividad (VEM 16-73)
(Fig.6), la cual utilizamos para la cosplementacién con el banco
o.n&tco de B.atlli del cual se obtuvierdn 6 plidamidos (Fig.6)

* 300



Formacion de Oz+H20 (Burbujas)

I l.qu
cea |,

Mutagénesis al azar ~ r Fenotipo CAT* CEl
SUPSO011 (Ths Mab) & Prueba con e acen g OpvHaO ( NG Eubuas)

Perdxido
~ de Fenotipo CAT: VEM1$73
Hidrogeno ( CE3::Tns-Cat )

CLONACION DEL GENE DE CATALASA DE R.stli CE3: POR TRANSFORMACION DE LA
MUTANTE VEM1873 (CE3::Tn5-Cat) CON EL BANCO DE R. etli (PLAFR1-FRAGMENTOS DE 20.0
Kb CLONADOS EN EcoRl. 1.200 COLONIAS, 1,200 TRANSFORMACIONES) SE OBTUVIERON 6
AISLADOS CUYOS PLASMIDOS COMPLEMENTAN EL FENOTIPO Cat” DE LA CEPA RECEPTORA.

AISLADOS PROBADOS CON PEROXIDO DE HIDROGENO
1 MINUT MINUTOS

1.2,3,.4 VEM1673/ Tra

con pla id. dei banco de R. etlj

que no complementan el fenotipo.
5.8.7.8.9.1 VEM1873 / Transtormada con los plasmides que si complementan el fenotipo

de la mutante.
pCVOOS(9) (PLAFR1-20 Kb-Cat de R.etli)

Fig.s obt

presentan en comin una banda de 4.

(Fig.7).

encidén de la mutante en catalasa de R.etld cepa CE3 (VEM 18-73).

Los plasm"dos que comple-ne 1itan la actividad de cacalasa

v

®b la cual ha sido subclonada
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STYINS dgaride con Eseltd
Eoalul

@ s capa (CEN::TAs-Cat) y
Car-

SREAS digivids son Eoel
Pig-7 Subclonacién del gene de catalasa de Bhlashinmg a2kl cepa CE3 y mapec con
ensimas do restriccién de la xegidn clonada.
iante hibridacién condzl(psurso:ll comprobamos
r

Med. que @1l tnS
s® encuentra localizado en esta ban ig.8) .

L ©
CES YEMISTS VEMIST

A
CES

a2

Pi9.8. Nibridisaciéa en condiciones de alta .ov.rid‘d de DNA's gendmicos de
(pLAFRL -

oaps CB3 ¥y la mutante VEM 16-73 camo a)
20 &b BosfiZ-Cat., b) PRACYSS (PARELS-4.3 kb BCoRI-Cat, C) PSUPS0LL (TS Mob) -
misma manera al cosplementar a la mutante VEM 16-73
£ de 4.2 kb

ia

con el plll-sdo de 20 kb (pcvoos) o el fr
(PRCVSS) la sutante recupera la actividad de ca .1.
ar en un gel de poliacrilamida en condicion




I
Fig.9. ila mutante de A.Akll VEM 16-73 Cat- (1) al ser complementada con el
Pplésaido PpCVO0S (PLAFPRI-20 kb) recupera la actividad de catalasa (2), de la misma

forma Que la complementada con la subclonacidén de 4.3kdb PpACY 59 (PRKEL1IS-6.2kb)
3.

Apoyéndonos en el mapa de restriccién del fragmento de 6.2
kb hemos secuenciado estos fragmentos obteniendo en algunos de .l.lo.
una alta homologfia con el gene que codifica para la ca 1.
peroxidasa de y katG de

La mutante VEM 16-73 serd probada préximamente tanto en lo q
a su fisiologia, como a su fenotipo simbisdtico (Fig.10).

se refie

§12 : » Y213
1 131 1

Pig. 16. Mapa de triccidn del fragmento de ¢.2 kb (BcoRl) gue contiene @l gene
de la catalasa ée S.a818.

En este fragmento de DNA (4.2 Kb) se encontxd otxo ORF, el
103



cual al ser secuenciado presentd una alta homologfia con el gene ?l.
e " embro de la familia de reguladores transcripcionales tipo
. En Yy A 5vnhimiciys este gene regula a la catalasa NPI
(Tao et al., 1989; Christman et al.,1989) gQue es3 una catalasa
peroxidasa parecida a la catalasa-peroxidasa gue encontramos en
se ha clonado no 3610 el gene que codifica pars la ensime

catalasa., .ino cambién su regulador. Por otro lado se ha descrito con
anterioridad que 9 proteinas necesitan el producto de Qxyl para su
induccién durante el estrés oxidativo (Cristman et al..1989). ¥y existe
«l reporte de que ste gens es también nece rio en el cambio
mortolédgico de 1a colonias bacterianas y habilidad para

autocagregarse gue normalmente presenta R.aall. (watn. et &l1.,1990).

Se ha reportado también, que dur-nto el cr.ci-i.nto. las
células tienen capacidad para rdpiad cwiol
ambientales regulando la oxpro.ién de grupos de 1 4
diferentes tipos de estrés. Este tipo de regulacién es control.da por
los productos de 108 genes xpoS © Q¥R (Desple.B., 1995; Neidhardt et
al., 1987; Siegele y Kolter, 1992). Ademds., recientemente se ha

descrito la presencia en m de una proteina que se pega al DNA la
cusal es abundante en células privadas de nutrientes y es importante en
ia d.l.o diversos tipos estcrés, obsexrvando que l.o. niveles de

de proteina son controlados ademés de la prot.!n.

IHF, por .1 nctiv.dor transcripcional gxyR (Altuvia et al.. 1994) .
ré muy interesante definir en A.atll los genes regulados
¥ el pnpcl. del producto de axyA en la defensa a diversos tipos de
estsés y su papel durante la fase estacionaria.

Recientemente ha sido reportada la clonacién del gene kath
de lr-m {(Rérouazt et al..1996). Este gene codifica para una
catala Qque se induce por peréxido de hidrégeno. Este estudio revela

sa
tasbién 1‘ presencia de un segundo gene, a no clonado, 1lo -
ido 108 autores tener una mutante total en esta actividad
ensimdtic l b 4 el fenotipo en vida lidbre y en simbiosis. En
.  COmMD 10 se presents una actividad
ons tica de la cual tenemos el onado ¥ la smutante respective

nos ubica en una posicién M—jor.blo m,n describir el papel de esta
enzima tanto en vida libre, iosis. Por Ootro lado sabsmos
ia presencia oa .1 -dso de cultivo de homoserina un.

A isman et al..19%4), gue
ml. ia wvelocidad d-
b 4 zimdtica de l1la cactalass,
1»::.-::‘.:49 su actividad en ¢.-. exponencial al doble, respecto al

ina

Obsexvamos Que un éptimo funcionamiento Y operacién del TCA
results en gue las lncc.rt.- [ 1) sensibles al oxigeno, mientras
CONETAD a oparacién deticiente de este ciclo de sigdin modo

eoa:n el dafio oxidativo.

Proponemos en condiciones de metabolisao
aerébico, el papel do l.. ons S Que protegen contra el estrés
oxidastivo., entre ellas la catalasa, es directo. En el metabolismo
fermantativo, la agregacién celular, la reduccién en la produccién de
donadores de slectrones y el decremsnto en el nivel y 1la actividad

10e



i ia @ la disminucién del crecimisnto, es parte integral
del sistesa da defensa en contra de los radicales libres producido
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4.9 AVANCES DEL TRABAJO DE INYESTIGACION
TITULADO: “CSERAALES DE DENSIDAD TIPO ACH.-
HOMOSERINAG LACTONAT ¥ ANALIDIS ESTRUCTURAL DR
UN QENE DIO.@L@OO A LA FANNLIA DE AUTOINDUVCTORES

PO 1Iazl BN Rhinokine a2ll”.
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4.3.- SEfIALES DE DEMSIDAD TIPO ACIL-NOMOSERINAS
LACTOMAS Y AMALISIS ESTRUCTURAL DR UN OESME NROMOLOGO A
LA PAMILIA DR AUTOINDUCTORES TIPO JuxR EN Rhizxcbhium

superfamilia de proteinas respuesta-reguladores tienen un
médulo .c:iv.dor, carboxilo-terminal (Dorman et al., 1992; Russo et
«s 1993; Henikoff et al., 1988). La conservacién de homologia con la
secuencia amino-terminal del médulo regulador., ha inideo una serie
8 QuUe COorre: pond-n a ditor.n:.l mecanis! de regulacién.
rupo, incluye, por {Stock et al., 1989),
ciacién por una cinl-
ientales. Otra subclase inclu
LaaR ¥y CarR., las cuales son activadas por la interacci
con ‘cil homs.:ina. lactonas (acil-HSLs) Qque son reguladores d.
respuesta, asociados funciocnalmente a homdélogos de Luxi., algunos de
los cuales ya han sido identificados.

La localizacién propuesta para el producto de JuxBR es, unido
& la superficie interna de la membrana citoplasmiéitica, con el dominio
amino-terminal (sitioc de unién al autoinductor) en contacto con la
membrana y la regidén carboxilo-terminal (activador transcripcional)

extendido dentro del citoplasma (Kobilachurck et al., 1993), esto
tiene paralelo con el sistema EnvZ-OmpR descrito en
x-12 (Dorman et al., 1992; Parkinson, J.S., 1993) En esta bacteria

es una proteina localizada dentro de 1la
directamente la osmolaridad del medioc pasando la
el activador transcripcional CmnR.

En el sistema
*secundario*

—acilHSL., los s.n.or.-

primarios como,
etc. - sistemsa autoinducible, con
proporcionsa una répida y posiblemente
irreversible ﬂbdul.acién de la expresién genética.

L& activacién genética dependiente de 1la don-xd‘d celular
pOr reguladores transcripcionales de la familia es comin
diversos grupos de bacterias gram-negativas. Este mecaniamo involucra
la interaccién de 11 s producidas por estos

organismos, llamados que e acoplan con protefnas
activador de la tr ebido & gque un autoinductor es
normalmente acumulado, e requiere una concentracién umbral 1l1la cual

8610 se obtiene después de gque una densidad celular ha sido lograda.

La familia de activadores transcripcionales involuc:. entre Otros a
(el cual regula 1la biocluminiscencia

{Greenberg et al., 1973%: Hanzelka et al.. 1995). Entre otros estén
(activa la virulencia en ResudoRORAS . Gambello et

al., 1991) y LtraR (el cual regula la conjugacidn en

sumafacians (Pirhonen et al., 1993; Piper et al., 1993; Gambello et
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al., 1991; Devine et al., 1988; McGowan et al., 1995).

Ami, la produccién por bacterias gram negativas de un gran
de acil-HSLs tiene una importante implicacién para el control
espacial y tesporal de la expresién génica. Es claro gque los miltiples
hosmsSlogos de ueden responder cada uno a un tipo dado de acil-HSL
pero con diferentes grados de activacién. Existe la posibilidaa
adicional de que un 8clo tipo de bacteria pueda producir miltiples
acil-HSLs como parece ser el caso de ., cepa CE3, dando e
potencial de una complejidad considerable. Sin embargo,
des fisicoquimicas de esas moléculas determinan
£ icas de difusién y el camino de
tos celulares (tales como la cépsu
Por lo tanto, diferentes sefial
ces papeles de comunicacidén y/0
ependiendo de la naturaleza de 1la mtriz d.

la localizacién del regulador de respu
de seﬂ.ltl

crecimiento y
permitiendo la integracién de las sofisticadas redes

comportamiento de tipo bacteriano-multicelular.
El mecanismo de sefiales intercelulares involucrado en el

comportamiento multicelular por bacteria reta nuestro enfogue
tradicional acerca de la biclogia de células bacterianas. An que
ser una identidad individual y autdnoma, las células bacterianas son
intrinsecamente dependientes de sus vecinas para adqguirir xntomcién
La produccién de un rango de molécula mensajeras tipo Jluaxl.

claramente central, subrayando 1los sistemas de comuntc.cién
involucrados en algunos de los aspectos més fundamentales del
camportamiento de bacterias gram negativas. La distribucién ubfcua de
los genes homélogos de sugiere qQque éste sistema puede ser
universal entre las bacterias gram negativas. Las ventajas en el
contzol bacteriano de especi patégenas., y @l conocimiento de éste
lenguaje universal puede ser una clave para la manipulacién

bacterxiana.

“Fermentative and
(Encarnacién et al., 1995), las cepas

dai inuyen su capacidad
ivos en MM,

se puede documsntar en el articulo
;:tobtc -t-bolx.- 1n

b.i
cont {nuamente sin acumular
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Fig.1. Crecimiento y acumulacién de PHB en A.a%ll después de varioa subcultivos
on M. panel A: Crecimientoc de la cepa silvestre CE3 con un indculoc bajoe (0.003
D.0.) en MW uccinato-amonic, 10 mM c/u), durante 8 subcultivos; P »:
Crecimiento la cepa silvestre CE3 igual que en A perc al final del 8So.
subcultivo s incubé con un indculo inicial alto (0.0%5 D.O.) y se subcultivé 3
veces mds; Panel C: Acumulacién de PHB al final de cada subcultivo de acuerde al
crecimiento de A; Panel D: acumulacidén de PHB al final de cada subcultivo de
al} ento de B.

Esta observacién la hemos relacionado con el cambio de
metabolismo de aerébico a fermentativo. Recientemente se ha demostrado
que muchos procariotes son capaces de modular su crecimiento y en
algunos casos, sensar la densidad celular por la produccién de seflales

t. slulares llamadas autoinductoro. (Ulitzur et al
1992; Stock et al.. arkinson et al
«¢ 1993; Salmonad et al., 1995).

Assuainosazus bv. yigiam contiene un activador
AhiR qQue es m:.embro de la familia de activadores
ctranscripcional ti activa un operdén de gen xpresados
en la rhizést (@l op ZhiABRC) el cual juega un importante papel
en la nodulacién (Cubo et al.,1992). Este operdn se encuentra
adyacente al gene xhiR en el plésmido simbiético (Dibb et al.,1984).

1992, 19!31 lu-.o ot

transcripcional

regulacién de JuUxR requiere como autoinductor una sefial
molecular ditu.ible del tipo de las N-acil-L-homoserinas lactonas
{aMSLs), también llamadas autoinductores (Bainton et al., 1992;
illiams et al., 1992; FuqQua et al., 1994).

En Akiscohium ha sido detectada la produccién de estas
moléculas las que han sido identificadas como bacteriocinas
(Schripsema et .1 1996), las cuales inhiben el crecimiento en var
especies Yy cepas. La presencia de este tipo de moléculas
caracteristica de eate género de bacterias, las cuales tienen ademés,
la tipica propiedad gue es la de fijar nitrSgeno, en asociacién con
plantas leguminosas, por lo que consideramos Que es posible gque estas
dos propiedades estén relacicnadas.
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Como ya mencionamos anteriormente, “gsm disminuye su
capacidad de crecimiento en MM despuds de s ultivos sucesivos.,
pasando de un metabolismo aerdébico a uno fermentativo. Sin esbe =i
@) medio es 1nocu1.do [ b.ja d.n.id-d (rio 1) el organismo es capas de
el cambio de metabolismo es

crecer conti
por u.ﬂnl.- d. d.nlidad colul.r. resultando en la d:mlnctén

disparado
de las .nls-.l del ciclo TCA. La presencia de un homélogo
Cubo 1992) hace posible que @l producto de

< et al.,
un intermediario en la regulacién a través de una gefial

d. mtdnd celular que serian aMSLs.
La homoserina., un precursor de homoserina lactona regula el

crecimient la acumulaciédn de PHB de (rig.2) vy
en MM. a s, de mantener aerébicamente el crecimiento STas
] (-] o
"/
o4 012 24 o4 912 26 4812 24
[ ] Tisops ) Tuaope 0N

T o

E
i I
E‘-?!, anll el ﬂll

um

Pig 3 b’ lacidén de PUB de la cepa silvestre de A.ARAL CEI en NN y
cen na. Sn los cascs la cepa 8® subcultivé ea Ml (succimato-amomie
10 el c/u). Pédnel A: ME; Pénel B: NN + 1.0 2 de homoesrina; Pdnel C: e 0.5 =
de heomeserina: Pdnel D: MWie 0.1 mM deo hamceerina. (@) Primer subcultivo; (E)
Segundse subcultivo; (V) Tercer subcultivo. Abajc de cada pénel se cbeerva 1la
acumlaciéa do PED deapuds de cada subcultivo.
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En R.atll se clond un fragmento de 1.4 kb que se encuentra
cercano al gen qQue oditica para la enzima piruvato carboxilasa (PC)
{ al 1996). Este fragmentc de 1.4 kb contiene una £ de

(ORF). Poateriormente, se procedisd a secuenci ste
fragmento (Fig.3), encontrando gque presenta una al homoloq(. con
genes de la £, lia de autoinductores. luxR. LIaR. .
ademds de presentar la secuencia conservada hélice-vuelta- h‘l <
e.r.et.rt.t)tsc;bdouosg’ familia de reguladores. Este ORF. tiene un

(Fig . :

"
»

lectura abie

\TIT -78

A TACTTOTANT NCQOCGAACTC 78
v 4 I M 8L I QL LV ILETETCTPNZPDA AYVVATEHTL 26
T T “AGCS IAAT 156
B @ VL HGS GF E Y Y GLLRHLGQ® QNUPAGQOQHN s2
AACA 234
I B L R A AP LAGRWPEOQWTLGOQTIZYAANKTKVYV 76
T CTTCGAC 312
® I D P M VR Y L AHAQTRTPTFUEKMWRETSMHNAAMLF D 104
GATOCCTTCRGC ™" 390
G DA N QRRNE Q M M V DAF G HNHGLEDTG Y L F 130
COGAT ATTC “oTC AMOCAATCGACT AATC 468
P I M G R NG I LGS L TLGGKGPIDULSPEP V ETI 15
G 546
A L L B AVARNKSTPFWERILLDLTGTSEAZEREALE T 182
6264
vV L # T BT P LT REREMETZIILHYULAEGMNMTS S M 208
* QCE 702
E I 8 X M L X I S N N T V D W ¥ M N G L QN K L K A 23¢
TTT AN 780
X N R Q Q AV AL A RN L I s 251

». Secuencia de nucledétidos y secuencia deducida de aminoécidos del gene

hendloge a JMER de B.AKAA-

VIENSLIOL LVILEEUSNDAVVA SLIUVLNGEIIEYYG LIANLOURFACONIE LASAFLACIMSRUNT OIYAANKYVALD-tl
SIXIKTRSakOING CLOBIAKIINCEYYL FALLYINSIIRSOVE 1 AFFSOAOLLEYD- IV
{1

QDALY LyeINosel -LOSl TLODK
RRACESULITGY CFPIWTIMMG - JOML. EPAMETRD-
=~ LASEAASNI L RWCY

LIPS

vy,
k-7 GINRAVALATERMAN TQIALYG--

homélogo a la familia de

Pig.6. AlL ;| de la ia del gene de RA.akll

autoinductores tipo JNER con otros genes tipo LuEl Previamente reportados. Todas

1as secuencias son completas. Los asteriscos indican las posiciones en el gen JusRk

o las cua en afectada la interaccidn con el autoinductor. Las

barzas vesticales indican 1 mativo hélice-vuelta-hélice el gene L _J
qus enlasar DMA.
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acCentes & este gene, pero c:an-cribadndo-o en sentido
olr- los cuales prx tan homologfa con los

inverso localizamos 2
genes de R.Asliliati (Fig.5).
i Pt
e e
a7 EX ]
pRY78

Pig.S.
otmilares a Junl. adxd ¥

Mapa fisico del plésmido p2176 de R.BRlA Que contiene a 108 genes

en el vector pSK

s clonado el fragmento de 1.4 kb
el cassette: :Gus-Sp

que confiere

’ Hemo:
{(BcoRl) e interrumpido el gene con
resistencia a espectinomicina y ademis ?u. contiene el gen rxeportexro
Sn fuéd clonada en @l pJIQ200 ¥y

Esta constriucc

ae Pp-glucuronidasa (pWiS) .
eostd li.ado homogenotizada para la obtenciédn de la sutante respectiva
dremos analizarla fisiolégicamente en vida 1libre y en

Yy as
.utut’o (Frig.6) .
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SO digeride con Bght
Kool

[
Bac!
Samid widA(op)
L QUS e
Cesete:iaUS-3p
e

L

Laaed CRUZA TRIP, AL CON R, agi] CE3
SIRNOD digaride
[ =3 ]
CEI::QUS-Sp-luxii(s)
CR3::QL! P-luERI{®)

Pig.6 Caastruccidn de la mutante en el gene homilogo a Junl. por la interrupeidn

SR R aus-sp .
Con la ayuda una cepa reportera de “"‘nf“‘“'
SEAG: : QS (rn;—:“.s.;.a

que contiene la fusidén

cual responde a la presencia de inductores tipo se
aobrenadantes e MM en los cuales previamente fueron cuitivadas
bacterias de , é8to con la finalidad de identificar seflales de




densidad celular presentes en B. Observamos gue la cepa report
al ser cultivada en MM responde a 1. presencia de autoinductores en
sobrenadante de BR.atlil. © cusl Nos indicéd la existencia de al me
uns aMsSL. Esta sefial os miéa fuerte en célul Qque provienen de £
pre-estacionaria estacionaria. Posteriormente, con esta evidencia.
procedimos a purificar de los sobrenadan antes mencionados los
inductores que producen la sefial en la cepa reportera. La extraccién
del sobrenadante fué realizada con una triple extracciédn con S0
ml/lictro de cultivo de una mezcla de cloroformo-metancol (97.5/2.5,
vol/vol). El extracto crudo conteniendo los productos extrafdos del
sobrenadante fué disuelto en acetonitrilo-Hz0 (50-50, vol/vol) y la
purificecién fué llevada a cabo por cromatografia liguida de alta
presién (HPILC) en fase reversa coh una columna Cis eluida con un

gradiente de acetonitrilo-H20. Las fracciones fueron monitoreadas a 200
™ (Fig.7) .

Pig.7. Pertiles de elucidén de la purifticacién de aHSL del sobrenadante de R.8tll
por medioco de cromatografia liquida de alta presison (HPLC). Los picos-fraccién
pPresentes on 108 minutos 16 y 31 fueron activos al bioensayo para aHSL.

S8e observé en el perfil de elucién una serie de picos los
cuales fueron somecidos a una segunda cromatografia para
posteriormente probarlos con el ensayo arriba mencionado gue contiene
a la cepa reportera. Hasra ahora hemos identificado dos picos con
actividad de aHSL, los cuales serin analizados por espectrofotometria
de masas. Posteriormente serdn probados en células crecidas en MM que
contengan la fusién de nuestro gen homdlogo a JuxB, para analizar la
respuesta de este gen a la presencia en el medio de los compuestos
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provenientes de la purificacién.
Nasta la fecha hemos obsexvado en

-
et al.,1984) . De la misma manera hemos
ncia de un gcno homSlogo a la familia de autcinductor
mediante la én construida con el gen homdlogo
podraemos monitore [ dot.min-r @l efecto de la aHSL (Gray
1996). As{ mismo mediante la construccién de una fusién al ge

.:o:gcucntrn adjunto, p ro transcribiéndose en sentido inverso
ogo a

Esto UGltimo 1o haremos analizando la posible induccién de
estOos genes en fase de crecimiento estacionario, cuando la
concentracién celular es mayor. Por otro lado probaremos el efecto
inhibitorio de los compuestos purificados (aHSLs) sobre el crecimiento
Posteriormente determinaremos el papel de estas moléculas

cuando las bacterias entran en simbiosis con la planta. Considerando
qQque las aHSLs juegan un papel importante en la interaccién con otroa
microorganismos (Fuqua et al., 1994), esperamos que lo mismo suceda en
Y Que estos compuestos tengan un efecto regulador importante.

Es del conocimiento general que en bacterias, tanto el
estrés nutricional, como otro tipo de presiones ambientales, tales
como la temperatura, luz UV, salinidad, etc., conducen a la induccién
de un gran nimero de genes relacionados. PO en R.onoli el gen

codifica un factor sigma relacionado que involucra la
transcripcién de al menos 30 genes relaciocnados (Huisman et al.,

1994) .

esperamos probar el efecto de las aHSLs
purifi de 1 serina en los subcultivos en an
el cambio d. rébico a fermentativo, u:xlizando la

ién del gene de la catalas para estudiar la regulacién de este
Esperamos probar a que tipo de seflal de densidaad
celular responde la catalasa, gue como Be menciond ant
incrementa su actividad al doble en fase es ionaria. De
serd po.ib].e dilucidar si esta regulacién se debe a las
través del logo de JuxR © por una sefial dentro de la célula
producida pox- homoserinas lactonas a través de OQuyR © KaLF .-

Si consideramos que la formacién del nédulo se lleva a cabo
bajo condiciones de limitacidén de nitrégenoc y otras limitaciones, el
estudio de la aHSL y genes homélogos a la familia de ueden ser
de gran importancia en estudios de morfogénesis del nédulo (Gray et

al., 1996).

A
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S.-DISCUSION.

Easte proyecto ha consistido en investigar en RRhinshium
de la planta, en condiciones definidas previament -
metabdlicos de este organismo, antes y durante la simbiosis con 1a
Pplanta, para conocer los elementos gQue son responsables del
.atgglocxn\x.n:o de la interaccidén y el intercambio de nitxrégeno por
carbono.

Previamente reportamos que diversas especies de

dejan de crecer después de varios subcultivos sucesivos en MM y que
este crecimiento desbalanceado escd asociado con un cambio d‘ un
metabolismo aerébico a unco fermentativo (Encarnacidn et al., 1993).

Estos cambios pueden ser resumidos de la siguiente manera;
La bacteria deja de proliferar; 2) hay un decremento en la actividad
de algunas enzimas Ael ciclo TCA b'd snzimas auxiliarx
(anaplerbdticas); 3) existe excrecidn de &cidos orgénicos; 4)
pr:s:nca aumento en la acumulacién de PHB; y 5) ocurrrxe agrcqncién
celular.

1)

La adicién de algunos suplementos al medio minimo como
biotina, tiamina, glutamina, Acidos grasos (palmitico y estedrico),
malato y fumarato, asi como el crecimiento en condiciones especiales
de cultivo, comeo inocular a una baja densidad celular o el mantener en
«l WM, mediante burbujeo, una concentraciédn de oxigeno entre 18 y 208,
3 6g.,nan la respuesta fermentativa y mantienen el metabolismo
asrébico.

urante los subcultivos se observa una disminucién en 1la
.cci.vi.dnd de algunas enzimas del ciclo TCA como £S5, XRHM v MOH © 1la
desaparicién de algunas actividades enzimAticas del ‘R:A © enzimss
auxiliares (anaplerdticas) como PO, PDH ¥ 2GRH. Estos resultados
indican que unoc de los blancos metabdlico en el fendmeno observado., de
dejar de crecer, es el mstabolismo de carbono.

Comc se ha mencionado, uno de los marcadores del cambio de un
metabolismo de aerdébico a uno fermentativo es la acumulacién de PHB,
el cual nNo se presenta si el MM es suplementado con biotina o tiamina.
En el casc paxticular de las células crecidas en MM-biotina, 1la

actividad de la cetotioclasa, primera enzima en la sintesis de PHB,
disminuyve,

en comparacién con la actividad observada en MM sin
suplementar. Al estudiar dos de las enzimas qQue utilizan comco
cofactores bictina, como son la PC y la ACC, se observé que en MM~
biotina la primera actividad se incrementd en los subcultivos, sin
asnbargo la segunda enzima permanecx.é sin modificacién en su actividad,
1o Qque indica que la PC es la enzima blanco de ésta vicamina.

Por otro lado, en MM suplementado con tiamina la
silvestre de B.#tli CE3 mantiene niveles elevados de pPRY

dos enzil 8 utilizan tiamina pirofosfato (TPP)
Qgque la tiamina, precursor de este compuesto,
crecimiento en MM.

cepa

Y QGDH.- Estas
¥ a éato puede deberse
cenga su efecto en el

Pudimos observar que al igual gue durante 1la
deprivacién de nutrientes,

| SXT-78 N
sufre en los subcultivos en MM
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cambios morfoldgicos que se manifiestan en un e de la
células y en pleomorfismo. Esto podria ser rc-ul.c-do de cmio- en 1-

composicién de la membrana, lo gue posiblemente se debe a Que la
sintesis de PHB esta secuestrando, no 88lo poder reductor. sino
también acetil-CoA, que es el precursor de la biosintesis de #&cidos
grasos. Esto eata apoyado por el hecho de que la adicién de dcidos
grasos (palmitico y esteédrico) impiden el cambio a un ..t-bolin.o
fermsntativo y mantienen el metabolismo aerdébico.

La transcripcidn dirigida por factores sigma alternativos del
tipo (Lange et al., 1991) tambien puede ser un factor importante
on . @1 igual que en {Loewen et al., 19685), en virtud de
que 8 bacterias dejan de crecer y se vuelven mis ro-i-t.nto- -
diversos tipos de estrés, entre ellos el oxidativo. AdemAs en

la catalasa participa en la proteccién contra el .-cr‘.
oxidativo. Otro factor comun es la acumulacién de polimeros de
reserva, aunque en este caso es PHB y né glucédgeno, como sucede en

(Damotte et al..1968). Sin embargo A.ektll en condiciones en
no pueds acumular PHB, como en la mutante gque carece de la
el polimero gque se acumila es glucdgeno (Cevallos
A\in no logramos definir cual es la razén de la excrecién de
cospuestos al medio, peroc es conveniente mencionar que algo parecido
suced: n enterobacterias cuando entran en fase estacionaria y dejan
de crecer (Luli et al..1990), ya que también se observa una alta
excrecién de a-cetoglutarato y acetato al medio, producto de la
inhibicién de algunas enzimas del TCA esapecificamente la QQARH

(Amarasingham et al.,1965).

Ademdés de l1la acumulacién de PHB, otrxos productos de
fermantacién fueron sintetizados por R.etli cuando se cultiva en WM.
Acidos orgénicos como acetato, lactato, fumarato, 2-oxoglutarato, vy
$-hidroxibutirato, as{ como nodcidos como glutamato se excretarxon al
medico (Encarnacién et al.,1995). Algo semejante sucede en
cuando deja de crecer, debido a gQue excreta también al medio de
crecimiento acetato y glutémico (Luli et al., 1990); La excrecién de
compuestos por no sélo puede estar promoviendo un proceso de
agregacién celular Qque en algunos organismos es dirigido por la
pr‘.oncia de #&cidos dicarboxilicos o aminocdcidos en el medio, como

. sino gue la presencia de estos productos de

TOGMOS Suc: en
.xerocien podrian a Su ver promover la expreaién de un regulador
transcripcional de genes del tipo IDOS. que se expresan cuando R.aslld
deja de crecerx.

la desaparicién de algunas .cca.va.dad.a .n:in‘t:;ca-
ubcultivos en ecta 1

ensimdcicas durante la fijacién. En
ientemente se publicd gque una mutante que care de QGDH no se ve
i de fijar nitrdégenoc n et al., 1997).
en A.A8l4 se ha observado gue no existe
ima en 108 bactercides de la cepa silvestre CE3
Inclusive

-
Para el caso

actividad de -
a los 18 dias después de la infeccidén de plantas de frijol.

cepas mutantes en la sintesis de tiamina (cofactor de la ERH ¥
fijan nitrégenc al igual que la cepa silvestre (datos no puhlicndo.
et al.,). Por otro lado, la desaparicién de la actividad de PQ
tampoco afecta la fijacidén de nitrégenc en R.Aatll., como se puede
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actividad de esta enzima

obhServar an una Ccepa mutante que carece de la
(Dunn et al., 1996).
de la  invesatigacidn
fuera de la plan:n.
o

Como conclusién final de eata parte
hemos logrado reproducir,

s mencionar gue
algunos procescs metabdlicos gue semejan los gue ocurren en
bsctercides, como es el de proliferar y dejar de hacerlo y el cambio
de un metabolismo xébico a uno fermentativo, Que también ocurre en
la microserocbiosis a Qque esta sujeto Aiaakium durante la simbiosis.
llccttonicrograt(al tomadas durante los diversos subcultivos
en MM de 4if neces ¥ principalmente de . cuando el
crecimiento esta do-b.l..nc.ado. ..c-blecz.aron la semejanza morfoldgica
antre estas bacterias grand: rficas y con abundantes grénulos
de PNB, en caomparacién con loa h-ct:.roxdes presentes en los nédulos de
plantas de frijol infectadas con
2glA y en general la familia Ahisodisce
acumula PHB como polimero de reserva tanto en vida libre, como
simbiosis (‘!'o-boli.nx et al., 1989; Stam et al., 1986; Karr et
Goodchild D.J., 1966; Wong et al., 1971). La acumulacidén de
el xndicador metabolico més fuerte de un programa genético
ién del metabolismc fermentativo qQque opeara en
relacionado estrechamente con la vida en

Han sido sugeridas una serie de funcion
da PHD, tanto en vida libre, comc en simbiosis
1990, 19’1: Anderson et al. 1990) .

como: <Cual

demostrada.
acumulacién de
Z es la .hu.'.ccx«Sn.

no hal

Algunas progunt-s 1l P 1
B an rante la simbiosia en vida xibre?.
enc en cepas que

dura
nodulacién y fijacién de nitr
de manera concluyente.

Miguel Angel

no sintetisan PHB?,
obtencién de una mutante en la PHB sintasa por wl Dr.
(Cevallos et al.,

La
Ceovallos hizo posible contestar estas preguntas

bfan sido conteatadas

1996) .

La wmutante en la PHB-sintasa phhi-. no acumula PHB y excreta
al sedico una concentracidén mayor de &cidos orgénicos entre los més
sobresalientes estdn piruvato y P-hidroxibutirato, lo Que indica que
aexiste una mssnory capacidad para oxidar la fuente de carbono. Esto se
debe a que 1 & concentracién de poder reductor. que se acumula
porgque no e uestrado en la sintesis de PHB, podria estar
inhibiendo algu s actividades enzimaticas del TCA y de algunas
eongimes auxiliares como la PDH, la cual presenta una baja actividad en

comparada con la cepa asilvestre (Cevallos et al.,

la mutante phhC--
1996) .

Las demandas fisiolSégicas de la bacteria varian de acuerdo a

u medicambiente, y talea demandas serdn reflejadas por cambios en el

-tlbo.li.lno central mediado por efectores positivos y negativos

(Sanwal B.D., 1970; Weitzman P.D.J.. 1966,1972,1981; Senior et al..

1971; Kornfesld et al., 1977). Por ejemplo, si el transporte de

electronea es saturado con NADH, como ocurre bajo limitaciones

@l potencial redox de la célula inmediatamente
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decrece y la relacién NADH/NAD ge incrementa (Jackson et al.. 76) .
Esto resulta en una desaceleracién del TCA debido a una inhi.htctén d
la citrato sintasa, NADP-isocitrato deshidrogenasa y la
cetoglutarato deshidrogenasa, por 1la acumulacién de nucxoétido-
reducidos (Senior et al., 1971; Jackson et al., 1976). La regulacién
de esas enzimas constituye un mecanismo de retroalimentacién
dback), y si tales condiciones continidan., la célula respondersé
eriormente reprimiendo la sintesis de las enzimas involucradas.

es cambiado de metabolismo
1los niveles de NADP-isocitrato deshidrogena:

ba

ién de la a-cetoglutarato deshidroge
de dos brazos, no ciclico (Amarasingha
nEimas del TCA en R.8alld son reprimidas
8 (Gray et al..,1966), siendo la isocitrato deshidrogenas
la a-cetoglutarato deshidrogenasa especialmente sensibles. Como
Mncion- en pdrrafos anteriores un componente importante de
ativa es la acumulacidén de PHB. Este polimerco acumula
carbono y *desintoxica® de poder reductor al ser utilizado en su
sintesis. previniendo la inhibicién de algunas enzimas claves del TCA
{.on zimas anapleréticas como 1a PRH. Lo anterior es importante en
cterias fijadoras de nitréqcno. como ARASORing que es un aerobio
estricto, las cuales, en bajas concentraciones de oxigeno tienen que

generar energis para la fijacién de nitrégeno.

Una de las conclusiones de este estudio .- qu. en
en vida libre la sintesis de PHB sirve para [
l0 Que por-&t. el funcionamiento del TCA en condicionc. en gue .1
oxigenco es un factor limitante (Encarnacién et al.,1995).

La de B.lanasisun, cepa 3II1B-143 la cual une la
glicolisis al TCA, muestzra o.ti.-ul- ién por la presencia del piruvato
@8 inhibida por NADM (Emeric D.W., 1985). En la mutante sin PMB-
sintasa se elevé el contenido do MNADM potdié la capacidad de crecer
en piruvato o glucosa como fuente d. carbono, disminuyendo 1la
oxidacién del succinato hasta en un 30% y la de glucosa en un 708.
Comd propusimos anteriormente, en en vida 1l1libre es
necesaria la sintesis del PHB debido a Que @3 una forma de secuestrar
el poder reductor, permitiendo el funcionamiento del TCA. Porx
mutagénesis al azar con tnS de la mutante phhC- se han obtenido cepsas
Qque crecen Sptimamente en piruvato o glucosa las cuales presentan una
.cttvtd-d de PDH, inclu.o mayor Que la cobservada en la cepa silvestre.
A del io de esta mutante podremos explicar los mecanismos
toqul.tctio. que hacen necesaria la acumulacién de PHP para el
eficiente funcionamiento del TCA, (los datos son presentados en el
resumsn titulado, "El papel de 1la sincesis de PHB en el metabolismo de
Cazbono en en eate proyecto también colaboran Ma. del
Carman Vargas, Araceli Dévalos, Yolanda Mora y Jaime Mora).

Respecto al papel de la mMutante en la PHB-sintasa phC- en los
fenémeno de infeccidén, nodulacién y fijacién de nitrégeno, el efecto
mis relevante fué gque se incrementd la fijaciédn de nitrédgeno y el
contenido de éste clmnco en la -qulln de frijol. Sugerimos gue la

alcta fijacién de nitrx e & Que el poder reductor Que
né es secuestrado en la sintesis de PHB es canalizado a la fijacién de
120
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nitrégeno, lc que explica una mayor fijacién del N2 y una mayor
cantidad de nitrxdégeno en la semilla y la planta (Cevallos et
al.,1996). La discusién esta contenida en el artfculo -“Genetic and
Physioclogical Characterization of a Ahlizabing Al Mutant Strain
Unable To Synthesize Poly-p-hydroxybutyrate  (Cevallos et al., 1996).

Como se menciona al inicio, un hallazgo importante fué que el
cambio del metabolismo aerébico al fermentativo en no se
presenta cuandoc se agregan al medio n(n;ao Pequefias concentraciones de
::gtim © tiamina (Encarnacién et al. 1995) . Nuestra c-r.ctzriz.cién

1a presencia de la Y Que sOn respo
flujo de carbono al ciclo TCA ¥ mantener un

metabolismo aerdébico en
una bacteria que, por otro lado., es un aercbio estricto.

En el caso de la biotina la actividad gque e observa
incrementada es la PC. Por esta razédn escogimos a e mzima como
objeto de estudio para probar nuestra hipdtesis de q la PC e el
sitio principal donde biotina actia promoviendo el metabolismo
asrdbico (Encarnacién et al.,1995).

colaboracién con el Dr. MNichael Dunn, } WTSVN
ceracterizé ¥y anslizd el papel de la BC. Los re-ultudo- de e
crabajo estén inclufdos en el trabajo -~ Pyruvate Carboxylase from
uutnnc Characterization, Nucleotide Sequence, and
ologica lox. Entre los puntos resaltar como de mayor interés
fue la presencia . @n el primer cultivo en MM-biotina de tr
p:g‘e“i.do- btocinxl.do-, uno de 120 kba que fué identificado como una
- idad de la BC y otros de 51 y 14 kDa. i s B de
los cuales fué identificado. Cuando W fue cultivado en MM-
succinato sin biotina, también se detect pr
120 kA “western blot”~ pero el nivel de exp:
rvado en células cultivadas

lo -

1995 ¥ Wilson,J.C..1 ) q pueden convertir

(QAA) & partir de piruvaco. Sin embargo si se cultiva a

la mutante de en MM-piruvato miés aspartato, es capar de crecer.

jiendo el QAA producido & partir de aspartato, via una aspartato
notransferasa.

Se observé en la cepa mutante sin PC que
necesaria pars el crecimiento en MM-succinato (10 Yya gue en
condiciones la biotina enddgena es capas de promover un crecimi
casi igual al de la cepa padre. Sin embargo si la cepa mutante es
subcultivada © 30 mM se observa gque ésta es incapaz de
crecer ain en pr biotina en medio minimo. Esto sugiere quo
esta enzima es el blanco de la biotina cuando se subcultiva
a vitamina, indicando Que esta enzima es relpon.ablc
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la bacteria al ser subcultivada en MM -wl-a:-do

del crecimiento de
-3 s Que un req imiento de la PRC du

con biotina

crecimiento MM-succinato podria r considerado menor y no
muy de .cuordo con el pa 1l metabdlico que en estas condicion
cultivo proponemos para a enzima, sin

crecimiento de \

de carbono & piruvato través de la enzima mélica

198S; Driscoll et al., 1993) y né a QAA PO

id. en virtud de gque esta enzima disminuye su actividad
MM (Encarnacién et al..1995). En este caso

rar QM & partir de piruvato y

succinato, durante los subcultivo

Estudios rulisado- en nuestro laboratorioc han demostrado Que
el amonio es imil n_ wvida ahisakhinm por la via

subcultivos en MM impide gque -
fexrmentativo (datos no publicados); se decidid tudiar el papel de

te aminodcido en la utilizacién del succinato como fuente de
carbono.
Primerc, mediante estudios con compuestos marcados con 16C y

133 demostramos gue la glutamina
se encuentra ciclando.

es una buena fuente de carbono para b4
Qque es eficienteme oxidado a CO: y preferentamente oxidado frente a

la glutamina, en los dos tipos de probados. Sin embargo
una mutante de que carece de la GAI y GSXIXI la glutam
fud oxidada en un grado mayor gue el succinato., 1o que indica Que
regquiere el ciclaje de glutamina pa utilizacién de una fuente
carbono primaria. Cuando la bacter cultivada ‘'en glutamina como
bono y nitrégeno, la actividad de la

isperceptib La pérdida de -

®l succinato ‘tiene un impor papel en la induccién de G8XI
&n emos concluir que la -intolil de glutamina y su ciclaj
ogu. a dt.tribucién de acetil-CoA para la sintesis de PHB O para
@l TCA, ya la doble mutante msncionada cr.c.r en el
subcu ttvo aen ¥ debido & la acumulacidén de PHB, qgque adlo
la cepa silvestre sn el cuarto subcultivo. En ccnclu.xdn al

Qque ocurre en ., @n au
cambién otro sistema regulador
poder reductor y de la energia. El ciclaje de glutamina v
8l resintetizar glutamina lo hace previa sintesis de s --qu.l..to
carbonado y su gru o e-amino con el consiguiente consumo d 2-
oxoglutarato, energ Yy poder reductor, contribuyendo asi
oxidacién de la tucnco de carbono, al ir la inhibicidn
.n:t.-.o del TCA, convirtiendose en un gastador de enexgia permanent
rmite la uttl;anctén continua de la fuente de carbono (J.Mora.,

que pe
Microbiology Reviews)
e menciona en la introduccién y al inicio d.‘*l-

de Axadychisahinn lasoalaws

Caoamo &
discusidén., la mutante en je
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nit en simbiosis al igual que la cepa silvestre. Se ha propuesto
la presencia de una via y-aminobut{rico a succinato (Salminen et
al.,1990) que puede cowa r la falta de durante la simbiosis.
El glutédmico al ser descarboxilado produciris 7--minobuctr1co,
produc.tondo en un siguiente paso semialdehido succinico que al
axidad darfa succinato, 1o gue implicar{ suplir la falta de m
TCA en la mutante en cnsiw‘ Esta parte del
Bacarnacién

cwl. ando el
unt® de y-aminobutirico ha sido demostr. (
.nvx.do a publicacién), ya e el cnc.boli.-o de glutsmina
indicando una nueva

al., qu
resulté en la produccién de y y p-hidroxibutirato,

cido. Proponemos que la produccidén de v

reduccién del semialdehido

et al.,1985) cuya

zTuta catabdlica o @ aminod
hidroxibutirato se realiza a partir de la

succinico que al oxidarse produce succinato (Kahn
existencia hemos demcstradeo en A.8tll.
rimos que la bscteria deja de crecer a
de alta don.idad celular qQu resenta cuando
cultiva en e, - * @
densidad celular en
algunas enzimas dol TCA ¥y determinar finalmente., el
.-i POr esto gue

regulacién de
cambio de nt-bols-no de aerébico a fermentativo.
cil-L-homo lactonas

detectamos la pre
caracterfsticas. Esto

familia JuxR (Toder et
1991;1993) que

2 posible
levd al andlisis de los
Latifi et .i' 1995; ambello

na.
do -utoinducl:otol tipo
én participan Araceli
Michael Dunn y Jaime Mora.

ste organismo incrementa su
estudiado en

rées. H
enta en m en MM donde
Qua de cultivos en NM aumentan su
peréxido de hidrdégeno,
cOomp cién con las células Qque provienen de cultivos donde
favorece el metabolisemo aerdbico como por ejemplo., si previo al reto
por perdxido hidrégeno el organismo se crece en MM suplemsntado con
tiamina, biotina o en medio rico (PY).

Sugerimos gque una bacteria como Que tiene una alta
..n.xbsltd‘d al estrés oxidativo, al camb en su entorno la
concentracién de oxigeno, tiende a la fo cién a4 agregados

tados de estos estudios indican que tiende
dejando crecer aerdbicamente y entrando en
Esto dltimo seria con doa finalida ; la primera paras

adguirir una lta proteccidn contra el estrés oxidativo a través
d‘jlr de crecer y .qrogarn., estado que semeja una microaerobio

e en vida libre y la segunda en microaerobios

en la simbios donde el dafio producido por el oxigenc es menor
dobido al metabolismc fermentativo. 123
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Esto nos 1llevé a clonar Yy estudiar 1la roqulacién de una
enzima central en el metabolismo del oxigeno. la cata (Dei x

¥ Dounce,1970; Dunford y Stillman,1976) la cual
regulada por la sefial de alta densidad celular
homoserina, un precursor de HSL. Los
esta enzima en la defensa contra @
del swtabolismo aerébico al ferman

m.tt

s
PO presencia
sultados obtenidos involucran

Proyecto es pressentado en el poxte ~“Clonacién, Secuencia

Regulacién de la Catalasa-Peroxidasa de pPor _los

...';tot;- Vargas Ma.del Carmen. Encarnacién Sergio, valos Araceli y
ra Jaime.

ha logrado reproducir en Shischium fuera de la planta, un
fenémeno parecido al qQue ocurre en los bactercides dJdurante 1la
simbiosis en cuanto a proliferar y dejar de hacerlo.

Hemos descrito la interaccién entre los metabolismos de
carbono y de nitrégeno Qque ocurre en ARinohiums en sausencia de la
planta. EBsta interaccién consiste en la utiligzaciédn preferencial del
succinato, qu. es la forma molecular en que la planta le proporciona
el cardbono al bactercide.

Como puede observarse el andlisis de 1los mecanismos que A,
S&il lleva a cabo cuando se subcultiva en MM, con y sin suplementos.
no serfa posible si solamente nos circunscribiéramos al estudio del
metabolismo de carbono, aungue sin duda es el centro de los cambios
presentados porx m De esta manera nuestro andlisis
interrelacionando 1os dos metabolismos, es necesario, para sntender
los complejos cambios resentados por RhMAuekinm que quizds 1o
predisponen a entrar en s iosis.

Sumado 1o anterior sabemos Que un objetivo central en
Bioclogia ha .tdo el entender el genoma en términos funcionales, algo
no r4d ser llevado & cabo en un tiempo corto. pexo

te ahoras la posibilidad de analizar al mencos los productos de éste

¥ acercsrnos a ese futuro. Un anélisis en geles de doble dimensién de
las protefnas que A.85ll sintetiza en diferentes condiciones
tisiolégicas., nos puede ayudar a entender los diferentes eventos
fisiolégicos ¥y la regulacién de éstos. Hemos realizado en R.Atll (CE3I)
ARPEK. to® de expresién del genoma en MM, en donde s expresa el
cambio del metabolismo aerdébico a fermentativo. Ademés, se han
reslisado estudios en condiciones de estrés como son: alta sal,
perédnido de hidrégenc, metales pesados, etc. Este estudio nos ayudaré
a establecer la fraccién de las proteinas celulares Qque estén sujetas

a T lodor.- globales. Un mapa de expresién del genoma de
una fuente mfis fidedigna qu. la secuencia del genoma. Dadas
las 1000 & 1200 proteinas expT das por R.atldd (CE3). el

un répido conducto hacia los genes, abriendo la
puerta al andlisis genético-molecular a través de *la genética
reversa”® En éste momento hemcos podido establecer varios grupos de
ptoc.inn- las cuales se expresan dependiendo de la fase de crecimiento
de la bacteria, el metabolismo aerdbico o ¢ ativo de la misma,
ademés de proteinas que 368l0 son expresadas en cond;cion.-
particulazres de estrés. En la siguiente parte del andlisis
tdontl!ic.r.-ol las proteinas en funcién a su composicién de
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aminofcidos y/o mediante microsecuencia.

De sta manera este trabajo da inicio a un proyecto que
precende ..cmu.r el complejo de redes y grupos de proteinas que son
reguladas en el complejoc sistema transcripcidén-traduccién. el proyecto
pretesma. que o8 el andlisis de las proteinas sintetizadas por el
senens de A.aRdl. .
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