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T h e p ur p o s e o f t his st u d y

N itr o g e n fi x ati o n i s f u n d a m e n t al bi o ch e mi c al p r o c e s s e s m aki n g at m o sp h e ri c nit r o g e n

bi o a v ail able ･ I t h a s n o t b e e n f o un d in e u k a ry ot e s , b u t r e v e al in g c o n sid e r abl e bio di v e r sity

am o n g t h e b a ct e ri a a n d th e a r ch a e a ･ T h e bi olo gic al ly fi x e d nitr o g e h is l e s s p r o n e t o

l e a c hin g a 也d v ol atiliz ati o n a s it is u tiliz ed in sit u a n d th e r ef o r e th e bi ol o gic al p r o
l
c e s s

c o n trib ut e s a n i m p o rt a n t a n d s u st ai n ab le i n p ut i nt o a g ri c ult u r e ･ T h e s e sy st e m s c a n

p r o v id e a n e c ol o gi c ally a c c e pt ab le alt e r n a ti v e t o t h e i n c r e a s e d ap plic ati o n of nitr o g e n

f e rti1iz e r s ･ E ff o rt at e x t e n di n g N
2

- fi xi n g ability t o i m p o r t an t n o nl eg u mi n o u s c r o p s s u c h a s

c e r e al s h a s l o n g b e e n a m aj o r g o al of w o r k e r s i n th e field of bi olo gi c al nitr o g e n fix ati o n .

O n e ap p r o a ch f o r a c hi e vi n g this g o al h a s i n v ol v ed t h e is ol ati o n a n d ch a r a c t e ri z ati o n of

N 2
-fi xi n g b a ct e ri a fr o m a v a ri ety of s o u r c e s ｡ It b e c o m e s a m aj o r P u rp o s e i n r e sp e ct of

s e a r c hi n g distrib uti o n a n d di v e r sity o f th e nitr o g e n - fi xi n g b a ct e ri a i n this st u d y .

W e a tt e m pt e d t o i s ol at e s tr ai n s f r o m l eg u m e s
,
li ch e n

,
a n d s oil

,
a n d o bt ai n ed 4 8

str ai n s f r o m s oil , 8 rhi z o bi al st r ai n s f r o m l eg mi n o u s pl a nt s
,
4 0 str ai n s f r o m lic h e n .

S o m e of th e m w e r e d efin e d a苧 di a z ot r o p h s b a s e d o n t h e m et h o d s (g r o w th o n

nitr o g e n
-f r e e m e di u m , a c et yl e n e r ed u ci n g a cti vit y , a n d d et e cti o n o f n lj H g e n e) ,

w h e r e a s

,. s o m e of th e m a r e s till u n kn o w n o r h a vi n g n o nitr o g e n -fi xi n g ability ･ T h e p h yio g e n eti c

st u d y als o i n cl u d e d s o m e nitr o g e n -fi xi n g st r ai n s is ol at ed fr o m t h e ri c e pl a nt b y

O y ai z u - M a s u ch i a n d K o m a g at a (1 9 8 8) a n d s o m e di a z o trp hi c b a ct e ri a w h o s e

p h yl o g e n eti c p o siti o n a r e u n c e rt ai n s u c h a s D e rxi a g u m m o s a ,
A I c a lig e n e s l a t u s

,

P s e u d o m o n a s s a c ch a r o p hil a , a n d g e n e r a A z o t o b a c t e r
,
A z o m o n a s

,
a n d A z o r hiz op hilu J

q
･



S y m bi oti c nit r o g e n ･ fi x i n g b a ct e ri a

R hiz obi a a r e c ap able o f f o r m i n g r o o t O r St e m n o d ul e s o n l e g u m i n o u s pl aht s I T w o

n o n -r hi z obi al str ai n s K a 9 1 2 3 a n d Y I O 3 A is ol at e d fr o m L ot u s J a P O ni c u s i n th e s e a c o a st

of C hib a
,

w e r e affili at e d w it h A m in o b a ct e r li n e a g e b a s e d o n 1 6 S r R N A an d r e c A g e n e s

p h yl o g e n e ti c an al y s e s ･ T h ey c o uld m o d ul at e i n I / . j a p o ni c u s a n d L ot u s c o r n i c ul a t u s
,
th e

n o d A a n d n lj H g e n e s s e q u e n c e s a n aly s e s i n dic at e d th at th e u niq u e g e n e s f o r n o d ul ati o n

m ig ht b e tr a n sf e r r e d fl o m M e s o rhiz o bi u m s tr ai n s ･ P h yl o g e n e ti c st u die s o n th e str ai n s

i s ol at e d fr o m L ･j a p o n i c u s i n m a n y r e g l O n S Of J ap a n r e v e al e d t h at th e hig hly div e r g e n t

s tr ai n s s c att e r ed th r o u gh t h e g e n u s M e s o rhi z o bi u m a n d c o uld b e s ep a r at e d at s p e ci e s

l e v el . T h e s e o b s e rv ati o n s cl e a rly i n dic at e t h at th e l eg u m e L j a p o n i c u s h a rb o r di v e r s e

rhiz o bi a dist rib ut ed a m o n g th e g e n u s M e s o rhiz o bi u m , a n d th e sy m bi otic isla n d c o uld b e

tr a n sf e r r e d t o a t g e h u s l e v el in th e r hi z o sp h e r e . I s ol at e s w ithi n R hiz o bi u m li n e ag e f r o m

l eg u m i n o u s pl a nt
,

a n d lich e n w e r e s u bj e ct e d t o i n v e s tig at e th e p h yl o g e ntic a n al y s e s

b a s e d o n 1 6 S r R N A
,
n o d n

,
an d n lj H g e n e s s e q u e n c e s ,

I i n dic atin g n o d a n d n lf g e n e s did

n ot c o - e v ol v e t o g eth e r a n d m ay b e a cq ui r ed fTr o m diffe r e n t o r lg l n S .

A n o x y g e n i c p h ot o s y n th e si s di a z ot r o p h s .

P h ot o sy n th e si s is t h e p h y sic o - c h e m i c al p r o c e s s w hic h u s e lig ht e n e rg y t o d ri v e th e

sy nth e si s o f o rg a ni c c o m p o u n d s b y pl a nt , alg a e an d p h ot o sy nt h etic b a c t e ri a . A sid e fr o m

p e rf o r m l n g P h ot o s y nth e sis , s o m e m e m b e r s o f th e p h ot otr o p hic b a ct e ri a a r e able t o fix

nitr o g e n . S tr ai n s R 5
,
R 1 2

,
R 2 ( o ri gin at e d fr o m ri c e pl a nt) a n d str ai n 0 5 ( o ri gi n at e d fr o m

li ch e n) w e r e f o u n d t o b e t h e a n a e r o bic p h ot o sy n t h eti c b a ct e ri a w it h r ed pig m e n t ,

i n t e rn al p h ot o s y nth etic m e m b r a n e a n d b a ct e ri o chl o r o p h yll a . T h e p h ylo g e n e ti c a n aly s e s

b a s e d o n 16 S r R N A , gy r B
, n lj H ,

a n d p uj L M g e n e s s e q u e n c e s a s w ell a s p h e n o ty pic st u d y

r e v e al ed th at th e y w e r e t w o i n d ep e n d e n t m e m b e r s o f t h e g e n u s R h o d op s e u d o m o n a s . T h e

a e r o bic a n o x y g e ni c p h ot otr o p hic b a cte ri u m
,

str ai n M C W ( o ri gin at ed fr o m lic h e n) ,

f o r m ed pi n k pig m e n t a t a e r o b ic -ligh t c o n diti o n
,

a n d w o uld b el o n g t o a n o v el g e n u s

w it hin (ユ
I P r o t e o b a c t e ri a b a s ed o n t h e p h yl o g e n e ti c an al y s e s of 1 6 S r R N A

,
n lj H

,
a n d

p uj L M g e n e s s eq u e n c e s .

F r e e J ivi n g di a z ot r o p hi c b a ct e ri a

F r e e -li vi n g di a z o tr o p hic b a ct e ri a c a n fi x
:

n itr o g e n a t a e r obic c o n diti o n ･ T h e

nit r o g e n a s e a c ti viti e s of t h e s e b a c t e ri a w e r e e a sily d et e c t e d b y a c e tyl e n e r e d u c ti o n a s s a y



a n d n lj H g e n e s e q u e n c ei n g .

(1) ･ T h e p h yl o g e n e ti c a n aly s e s r e v e al e d t h at str ai n 0 8 ( o ri gi n at e d fr o m lic h e n) a n d str ai n

K a O 3 (is ol at ed fr o m s oil) w e r e cl o s ely r el at ed t o g e n u s X a n th o b a c t e r a n d g e n u s

P a e nib a cillu s , r e sp e c ti v ely ･

(2) ･ F o u r t e e n s tr ai n s i s ol at ed fr o m ri c e pla nt o r it s r hiz o sp h e r e b y O y ai z u - M a s u chi a n d

K o m ag at a
,

w e r e i n cl u d e d i n this st u d y ･ T a x o n o m i c p o sitio n s of th e s e st r ai n s h a s b e e n

r e m ai n e d u n c e r t ai n b e c a u s e of th e l a ckin g of m ol e c u l ar st u d y ･ B a s e d b oth o n th e n e w ly

ob t ain ed d at a i n this st u d y s u c h a s 1 6 S r R N A , n lj H a n d r e c A g e n e s eq u e n c e a n aly s e s a n d

o n th e r e s ult s fr o m p r e vi o u s s t u d y , w e h a v e a s s lg n e d th e st r ai n s t o b e n o v el g e n u s o r

sp e ci e s ･ P l e o m o rp h o m o n a s o 77 Z a e g e n ･ n O V ･

, S P . n O V . ( X ie a n d Y o k ot a
,

2 0 0 5 a);

A z o spirillu m o 'y z a e s p ･ n o v . (X i e a n d Y o k ot a , 2 0 0 5 b); Z o o glo e a o ' y z a e s p . n o v , (I n

p r e s s); S p hi n g o m o n a s o T y Z a e SP ･ n O V ･ (I n p r e s s); a n d A m o rp h o m o n a s o Ty Z a e g e n . n O V .

,

s p ･ n o v ･ w e r e p r o p o s e d 丘)r th e s e str ai n s .

(3) ･ T h e t a x o n o m i c p o siti o n s of s o m e nitr o g e n - fi xi n g b a ct e ri a a r e still c o n f u s e d
,
s u c h a s

D ･ g u m m o s a
,
A ･ l a t u s , P ･ s a c c h a r o p hil a

,
a n d th e g e n e r a A z o t ob a ct e r , A z o m o n a s

,
a n d

A z o rhiz o p hil u s w e r e i n v e stig at e d f u r th e r a n d w e r e p r o p o s ed a s n e w e m e n d atio n o f D .

g u m m o n s a ( X ie a n d Y o k ot a
,
2 0 0 4) , f e Cl a s sific atio n t h e t w o st r ai n s of A

. l a t u s a s

A z oh y d r o m o n a s l at a g e n ･ n o v ･ , c o m b ･ n o v ･ a n d A z o hy r o m o n a s a u s tr ali c a sp . n o v . (X ie

a n d Y ok ot a , 2 0 0 5 c) ,
a n d tr a n sf e r t h e A z o rhiz o p hil u s p a sp a li t o g e n u s A z o t o b a c te r a s

A z o t o b a c te r p a sp ali sp . n o v . c o m b
. ,

n o v .

P h yl o g e n eti c st r u c t u r e o f w h ol e di a z o t r o p hi c b a ct e ri a

A 11 r e c o g ni z ed nit r o g e n
-fi xi n g b a ct e ri a (1 4 5 g e n u s/ 2 7 0 sp e ci e s a r r a n gi n g 1 6 S r R N A

g e n e p h yl o g e n y) w e r e r e c o r d e d h e r e t o u n d e r st a n d b ett e r th ei r p h ylo g e n y a n d

bi o di v e r sity ･ T h e n lj H g e n e p h yl o g e n y c o n t ai ni n g ab o ut 1 0 0 n e a rly f ull s e q u e n c e s w a s

al s o e sti m a t ed t o el u cid at e th eir e v ol u tio n a r y p r o c e s s , a c ritic al p a rt of th e e m e rg i n g

e v ol uti o n a ry pi ct u r e s e e m s t o b e h o ri z o n t al g e n e tr a n sf e r ( H G T) b et w e e n th e

mi tr o g e n -fi x i n g b a ct e ri a ･ M e thylo c o c c u s c a p s u l at u s B ath w a s g l V e n a n e x am ple t o s f.u d y

n lf g e n e H G T . T h e c o n sid e r a ble d e vi atio n of G + C c o n t e n t a n d c o d o n u s ag e b et w e e n th e

n lf壷e n e s a n d th e g e n o m e s eq u e n c e cl e a rly r e v e al e d t h at n lf g e n e s of M . c a p s u l a t u s a r e

e x o g e n o u s a n d h a d diffe r e n t e v ol u ti o n f r o m th e g e n o m e .



G e n e r al c o n cl u si o n

T h e t a x o n o m y of nitr o g e n - fi xi n g b a ct e ri a w a s u n d e rg o i n g S u b st a n ti al r e vi si o n s b a s e d

o n m ulti -l o ci p h yl o g e n e ti c a n aly s e s ･ T his w a s p r o v i n g t O u n r a V el th e bi o di v e r s lt y Of th e

nitr o g e n i ixi n g b a ct e ri a w i th i n t h e p op ul ati o n f r o m h o s t pl a nt , ri c e pl a nt
,
li ch e n

,
a n d s oil .

O u r r e s ult s m a yb e b e y o n d th e tr a diti o n al b a si s f o r th e distrib utio n of nit r o g e n
-fi xi n g

b a ct e ri a a n d c a n p r o vid e e n o r m o u s am o u n ts of i nf o r m ati o n r e g a r di n g t h e di v e r s ity Of th e

nitr o g e n 血 i n g b a ct e ri a ･ S u c h di v e rg e n t nitr o g e n -fi xi n g b a ct e ri a w o uld b e p r o vid ed g o o d

m at e ri al s t o u n d e rp l n th e field o f biol o gic al nitr o g e n fi x atio n a n d m a k e m aj o r

c o n t rib u ti o n s t o o u r u n d e r s t a n di n g o f f u n d am e n t al p r o c e s s e s i n m i c r o bio lo g y a n d

pla n トm i c r o b e i n t er a c ti o n s i n t h e f ut u r e st n d y ･
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