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Resumen 
 
Los rizobios son bacterias del suelo pertenecientes a las subdivisiones alfa y beta de 

proteobacterias, las cuales se caracterizan por asociaciarse simbióticamente con plantas 

de la familia Fabaceae. Esta asociación requiere un complejo diálogo molecular entre los 

simbiontes, el cual implica mecanismos de señalización y mutuo reconocimiento, 

culminando con la formación de nódulos en las raíces de las plantas, donde las bacterias 

llevarán a cabo la fijación biológica del nitrógeno. Este diálogo ocurre en la rizósfera, 

donde la planta, a través de sus raíces libera una gran diversidad de moléculas entre las 

que se encuentran carbohidratos, ácidos orgánicos y compuestos aromáticos. En dicho 

contexto, los flavonoides como la luteolina son moléculas clave durante los primeros 

pasos de la simbiosis rizobio-leguminosa, las cuales al ser secretadas por la planta son 

capaces de inducir la transcripción de los genes nod bacterianos, responsables de la 

síntesis y secreción de moléculas lipo-quito-oligosácaridos (LCOs) claves para el 

reconocimiento de la planta huésped. Actualmente, el conocimiento acerca de este 

proceso proviene mayoritariamente de modelos de estudios, donde se utilizan los alfa-

rizobios, desconociéndose en gran medida lo que ocurre durante la interacción entre 

beta-rizobios y sus leguminosas hospederas. En este trabajo se utilizó como modelo de 

estudio un beta-rizobio, Cupriavidus necator UYPR2.512 y su par simbionte, Mimosa 

pudica. Primeramente, con el objetivo de conocer las respuestas moleculares de 

UYPR2.512 en los primeros pasos de la interacción simbiótica, se utilizó la luteolina como 

inductor de los genes nod. Con este fin, se decidió (i) re-secuenciar y mejorar la anotación 

del genoma de UYPR2.512, (ii) estudiar el efecto de la luteolina en la expresión de los 

genes nod bacterianos, (iii) describir las capacidades de interaccionar con el hospedero 

de UYPR2.512 a nivel genómico, (iv) estudiar la respuesta de la bacteria a la presencia 

de luteolina, utilizando como herramienta el RNA-Seq y (v) caracterizar las moléculas 

involucradas en la señalización de la interacción simbiótica, mediante una aproximación 

metabolómica.  

La secuenciación de UYPR2.512 mostró la existencia de un genoma compuesto de 

9,8Mb, incluyendo 4 replicones circulares: dos cromosomas y dos plásmidos mayores a 
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300 Kb, uno de ellos conteniendo los genes simbióticos nod, nif y fix. Además, se 

identificaron genes implicados en la interacción con el hospedero (genes simbióticos, 

genes relacionados con sistemas de secreción, degradación de compuestos aromáticos, 

homeostasis de metales, entre otros).  

Por otro lado, se evaluó la respuesta de los genes nod bacterianos a la presencia de 

luteolina en UYPR2.512 portando el plásmido pCBM01 (pnodB19424-lacZ), indicando que 

la luteolina es una molécula señal fuerte y altamente específica en este beta-rizobio. 

Mediante el RNA-Seq se observó un total de 145 genes expresados diferencialmente, 

con un número similar de genes sub-expresados y sobre-expresados, y una distribución 

particular entre los replicones. La mayoría de los genes sub-expresados se asignaron al 

cromosoma principal (chr1), mientras que los genes sobre-expresados se distribuyeron 

entre el resto de las moléculas (chr2, pCne512e o pSym, pCne512b). Los genes sobre-

expresados incluyeron el operón nod, y genes implicados en la biosíntesis de 

exopolisacáridos y flagelos, así como también genes implicados en el metabolismo del 

cobre y otros metales. Entre los genes reprimidos se identificaron genes implicados en 

el metabolismo global del nitrógeno y del carbono. Estos resultados obtenidos sugieren 

que, en respuesta a la luteolina, UYPR2.512 no solo produce NFs, sino que también es 

capaz de remodelar su superficie y alterar su metabolismo con el fin de prepararse para 

la próxima interacción simbiótica con la planta huésped. 

Mediante varias técnicas de metabolómica no dirigida se intentó caracterizar las 

moléculas presentes en exudados radiculares de plántulas de Mimosa púdica. A partir 

de LC-ESI-MS/MS en exudados radiculares de plántulas de Mimosa pudica, se lograron 

detectaron 13 compuestos presentes únicamente en presencia del simbionte bacteriano, 

indicando la especificidad de dicha interacción. En esta línea, debido a que estos 

compuestos no fueron encontrados en las bases de datos disponibles hasta el momento, 

y sumado a la poca información sobre este modelo, se sugiere que estas moléculas 

expresadas diferencialmente podrán ser compuestos potencialmente desconocidos.  

Se comprobó que otros flavonoides como crisina, apigenina, ácido cumárico y la 

miricetina, además de la luteolina, pueden activar los genes nod en UYPR2.512, lo que 

confirma su papel como señales importantes en los primeros pasos de la interacción con 

sus hospederos. Aunque no se encontraron flavonoides específicos en los exudados de 
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la planta Mimosa pudica, se identificaron otras moléculas que podrían estar involucradas 

en la interacción, como aminoácidos, ácidos aromáticos, carboxilatos y polialcoholes. La 

variación en la composición química de los exudados radiculares de la planta en 

respuesta a la presencia de UYPR2.512 refleja la complejidad de esta interacción. El uso 

combinado de las ciencias ómicas diversas, como la genómica, transcriptómica y 

metabolómica, nos permitió proponer un modelo de simbiosis entre los beta-rizobios y 

las leguminosas, confirmando la especificidad molecular de esta relación y abriendo 

nuevas perspectivas en la comprensión de las simbiosis entre microorganismos y 

plantas. 
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 INTRODUCCIÓN  
 

1 El nitrógeno y su importancia biológica 

El nitrógeno es un componente esencial de la mayoría de las biomoléculas, siendo un 

elemento principal para la síntesis de ácidos nucleicos (ADN, ARN), aminoácidos, 

fosfolípidos, vitaminas, nucleótidos trifosfato (ATP, GTP, CTP, UTP) y otros compuestos 

orgánicos nitrogenados [1]. Además, es uno de los componentes de la clorofila, pigmento 

mportante en la fotosíntesis [2]. 

Si bien el nitrógeno es uno de los elementos más abundante en nuestro planeta, se 

encuentra mayoritariamente presente en la atmósfera como dinitrógeno molecular (N2), 

un gas muy poco biodisponible para los organismos, debido a la incapacidad de la 

mayoría de éstos de romper el triple enlace de la molécula de dinitrógeno [3]. 

En el caso de las plantas, solo las formas reactivas de nitrógeno como ser la oxidada 

(por ejemplo, NOx) o reducida (por ejemplo, NH3 o aminas), pueden ser asimiladas y 

utilizadas como fuente de nitrógeno [4], [5]. 

Las relaciones entre los estados de oxidación del nitrógeno, que en conjunto conforman 

el ciclo del N, son consecuencia de la actividad metabólica de microorganismos, plantas 

y animales. Además de la actividad biológica, también hay factores abióticos que influyen 

en el ciclo del nitrógeno. Los rayos cósmicos también participan en el ciclo del nitrógeno, 

facilitando la formación de formas oxidadas de N. Los óxidos de nitrógeno generados, ya 

sea por procesos bióticos como abióticos se combinan con la humedad atmosférica para 

producir ácido nítrico (HNO3), que puede precipitar como lluvia ácida y transportar 

compuestos de nitrógeno hacia el suelo. En el suelo, las plantas pueden absorber estos 

compuestos de nitrógeno y utilizarlos para su crecimiento y desarrollo (Fig. 1).  
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Figura 1. Ilustración del Ciclo del nitrógeno de un ecosistema terrestre. 

Los principales procesos involucrados en el ciclo del nitrógeno incluyen: la fijación biológica del nitrógeno, 

la amonificación (N2 a NH4+), la nitrificación (NH4+ a NO2- y/o a NO3-), la absorción/asimilación 
(incorporación de NO3- o NH3 a las plantas) y la desnitrificación (NO3- a N2). En el ciclo del nitrógeno 

intervienen reacciones químicas redox que involucran diferentes estados redox del nitrógeno, las cuales 

son llevados a cabo por animales, plantas y microorganismos, que permiten mantener un equilibrio del 

ecosistema terrestre. Tomada y modificada de [6]. 

Particularmente en el suelo, el N se encuentra como inorgánico (nitrógeno mineral, ~ 2%) 

y orgánico (~ 98%). Las formas inorgánicas incluyen amoníaco (NH3), amonio (NH4+), 

nitrito (NO2-) y nitrato (NO3-), mientras que las formas orgánicas se encuentran en la 

materia orgánica viva (biota del suelo y restos frescos de animales y plantas) y materia 

orgánica no viva, incluida compuestos humificados y no humificados. 

El NO3- y el NH4+ son las principales formas inorgánicas de nitrógeno absorbido/asimilado 

por las plantas. El NH4+ producido a partir de los restos de seres vivos puede ser 

absorbido por las plantas, transformarse en NO3-, mediante el proceso de nitrificación, o 

perderse como NH3 por volatilización. Parte del NO3- es reducido a NH4+ mediante la 

amonificación y en condiciones limitantes de O2, el NO3- puede ser respirado por algunos 

microorganismos. La respiración de NO3- tiene como consecuencia la pérdida de 

nitrógeno de los ecosistemas (desnitrificación). Las pérdidas de nitrógeno mediante la 

erosión del suelo, la desnitrificación, la lixiviación, la volatilización química y, quizás lo 
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más importante, la eliminación de los residuos de cultivos que contienen nitrógeno afecta 

negativamente la salud del suelo y el medio ambiente [7].  

 
El nitrógeno suele ser limitante en los suelos de cultivo, afectando su crecimiento y 

productividad. Esto ha llevado a la utilización de fertilizantes en la producción agrícola 

[8].  

Por lo tanto, la utilización de fertilizantes nitrogenados conlleva problemas ambientales y 

económicos, contaminando las aguas y las capas freáticas, generando gastos derivados 

del uso de compuestos orgánicos no renovables como el petróleo para la producción de 

fertilizantes [9]. 

Contrariamente al procesp oxidativo, el principal mecanismo de ingreso de nitrógeno a 

los ecosistemas ocurre por un proceso reductivo, denominado fijación biológica de 

nitrógeno (FBN), el cual es realizado exclusivamente por microorganismos procariotas 

[10]. 

 

1.1 Fijación biológica del nitrógeno 

La FBN es un proceso natural de transformación del nitrógeno atmosférico (N2) en una 

forma simple soluble no tóxica (NH4+) y es realizado por un grupo reducido de 

procariotas, pertenecientes a los dominios Arquea y Bacteria denominados diazótrofos 

(diazo = N, trofos = comida).  

En el dominio bacteria, la habilidad de fijar nitrógeno, se distribuyen en 6 phyla; Chlorobi 

(bacterias verdes del azufre), Cyanobacteria, Firmicutes (Gram positivas de bajo 

contenido de G+C), Actinobacteria (Gram positivas con alto contenido de G+C), 

Spirochaetes y Proteobacterias, siendo esta última la división bacteriana con más 

abundancia en diazótrofos, y a la que pertenecen los rizobios [11]. Los diazótrofos 

presentan metabolismos muy diversos, incluyendo bacterias heterótrofas aerobias, 

anaerobias y anaerobias facultativas, bacterias quimioautótrofas y microorganismos 

fotosintéticos. 

En las tierras cultivadas, la FBN aporta un 60% del N fijado, mientras que un 30% se 

debe a procesos industriales de Haber-Bosch y un 10% proviene de procesos 

atmosféricos no biológicos [12]. 
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La FBN no requiere combustibles fósiles, el nitrógeno fijado es menos susceptible a la 

desnitrificación, lixiviación y volatilización, con respecto al agregado a los suelos en forma 

de fertilizantes de síntesis química, debido a que es directamente metabolizado por las 

plantas [13]. Esto hace que surja gran interés de optimizar la FBN para producir alimentos 

en forma sustentable.  

 

1.1.1 Complejo enzimático nitrogenasa 

La FBN es catalizada por el complejo enzimático nitrogenasa. Este complejo está 

formado por dos componentes: el componente I (dinitrogenasa o proteína Fe-Mo,  hierro 

molibdeno) y por el componente II (dinitrogenasa reductasa o proteína Fe).  Si bien todos 

los diazótrofos poseen la dinitrogenasa clásica, que posee ambos componentes, existen 

algunos microorganismos que poseen además una o dos nitrogenasas alternativas, 

donde el Mo del sitio catalítico es sustituido por vanadio o hierro (Fe-V o Fe-Fe 

nitrogenasas) [4]. 

De las diferente dinitrogenasas reportadas, la Fe-Mo-nitrogenasa de Azotobacter 

vinelandii es la mejor caracterizada [14]. En este modelo, en el componente I se 

encuentra el sitio de unión al nitrógeno y es donde ocurre la reducción de N2 a NH4+, 

mientras que el componente II cede electrones al componente I, en una reacción 

acoplada a la hidrólisis de Mg-ATP (Fig. 2). Dado que para la reducción de una molécula 

de N2 a NH3 son necesarios 8 equivalentes de reducción, la reacción consume en 

condiciones óptimas, un mínimo de 16 moléculas de Mg-ATP por cada molécula de N2 

fijada.  

El componente I, consta de cuatro heterodímeros αβ. Cada dímero αβ tiene asociado un 

cofactor molibdeno-hierro (FeMo-co), el cual provee el sitio activo de la nitrogenasa para 

la unión y reducción del sustrato, y un grupo de hierro o denominado clúster P, 

involucrado en la transferencia de electrones desde el componente II al componente I. 

El clúster P consiste en dos clústeres [Fe4- S4], que comparten un átomo de S, formando 

una estructura simétrica con respecto a éste. El FeMo-co consiste en una estructura 

elongada que contiene siete átomos de Fe, un átomo de Mo, y nueve de S. El 

componente II (también llamado nitrogenasa reductasa) de la nitrogenasa consta de dos 

subunidades idénticas que coordinan un único clúster [Fe4-S4] y un sitio de unión a ATP 
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en cada subunidad. Esta proteína actúa como una reductasa dependiente de ATP, que 

obtiene electrones desde una ferredoxina o flavodoxina reducida y los transfiere al 

componente I, en un proceso que consume dos moléculas de ATP por cada electrón 

transferido.  

 

 
 
Figura 2. Ilustración del complejo enzimático de la nitrogenasa. 

El complejo enzimático está formado por el componente II o la Fe proteína y por el componente I o Fe-Mo 

proteína. El flujo de electrones comienza desde el agente reductor (por ejemplo, federroxina o flavodoxina) 

hacia el componente II y luego al componente I. La unión e hidrólisis del ATP al componente II son 

necesarias para la reducción del N2 por el componente I. Tomada y modificada de [6]. 

 
Los dos componentes están codificados por el gen nifJ (codifica para los transportadores 

de electrones), los genes nifD y nifK que codifican para las cadenas que componen la 

Fe-Mo dinitrogenasa y el gen nifH que codifica para la nitrogenasa reductasa o Fe 

proteína Fe [1], [15]. 

Además, para el completo ensamblaje del complejo de la nitrogenasa se requieren los 

productos de otros genes nif, involucrados en la síntesis del FeMo-co que incluye los 

genes nifB, nifQ, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV y nifY, nifS y nifU para el ensamblaje de 

grupos Fe4S4 y nifW y nifZ para la maduración de los componentes de la nitrogenasa 

[15]. 
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oxidada
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oxidada
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reducida

16ADP + 16Pi

16ATP-Mg N2
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Complejo enzimático Nitrogenasa
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A su vez están presentes los genes fix, los cuales tienen un rol importante en la 

regulación de la FBN. Los genes fixGHIS, codifican para un complejo enzimático reductor 

de electrones y que a su vez ayuda a mantener la estabilidad de la nitrogenasa, fixNOQP 

codifican una citocromo oxidasa terminal del tipo Cbb3, la cual tiene alta afinidad por el 

oxígeno y permite que se mantenga baja la concentración de 02, lo cual es necesario para 

la actividad de la nitrogenasa. Los genes fixL, fixJ, fixK, codifican para proteínas 

reguladoras, las cuales además de regular la expresión de nifA (regulador global de la 

FBN), regulan la actividad de otros genes fix. La proteína sensora de oxígeno FixL, es 

capaz de autofosforilarse y transferir el fosfato a FixJ, regulando la expresión de los 

genes nifA y fixK, cuyos productos están implicados a su vez en la inducción de la 

expresión de los genes nif y fix [16]. 

 

1.1.2 Regulación de la fijación biológica del nitrógeno 

La nitrogenasa se inactiva en un ambiente aeróbico, ya que la enzima es 

extremadamente sensible al oxígeno [17]. Los microorganismos fijadores de nitrógeno 

han desarrollado varias estrategias para evitar el efecto inhibitorio o tóxico del oxígeno. 

Por ejemplo, muchas bacterias diazotróficas fijan N2 solo en condiciones anaeróbicas o 

microaeróbicas. En los quimiótrofos y fotótrofos aeróbicos que necesitan acceder al 

oxígeno  o producirlo como parte de su metabolismo, estas bacterias logran un buen 

compromiso entre la eficiencia del uso de oxígeno como aceptor de electrones y la 

inactivación de la nitrogenasa [17], [18]. 

 

Con el fin de adaptar el proceso de FBN a los requerimientos fisiológicos, las bacterias 

diazótrofas han desarrollado varios mecanismos de sensado de señales ambientales, 

tales como la disponibilidad de N2 (principalmente NH4+ y glutamina) o a la presencia de 

O2, como se comentó anteriormente. La regulación de la FBN ocurre mayoritariamente 

por medio de la regulación transcripcional y en algunos casos postransduccional, de la 

nitrogenasa, la cual puede inactivarse de forma irreversible [19].  

La proteína NifA es el principal regulador global de la fijación de nitrógeno y es un 

activador de la transcripción de los genes nifHDKE en la mayoría de los organismos 

diazotróficos [20]. Los mecanismos de regulación de NifA se relacionan principalmente 
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con la disponibilidad de oxígeno y de amonio en el ambiente, siendo Azotobacter 

vinelandii, uno de los modelos más estudiados. Cuando los niveles de oxígeno son altos, 

NifL se une a NifA e inhibe su actividad, previniendo así la transcripción de los genes de 

la FBN. Cuando los niveles de oxígeno disminuyen, NifL ya no se une a NifA, lo que 

permite que NifA se active y promueva la transcripción de los genes necesarios para la 

FBN. En condiciones de exceso de nitrógeno, el metabolismo de este resulta en bajas 

concentraciones de 2-oxoglutarato (2-OG) y altas concentraciones de la proteína GlnK, 

que responde a la glutamina. Mediante la formación de un complejo Glnk, NifA y NifL, se 

suprime la actividad de NifA, lo que conlleva a la inactivación de la expresión de la 

nitrogenasa. Cuando el nitrógeno es limitado, el metabolismo del nitrógeno se ve 

afectado, provocando la acumulación de 2-OG y el consumo excesivo de GlnK. Esto 

hace que se interrumpa la formación del complejo ternario y se active NifA. La proteína 

NifA en su forma activa promueve la expresión de la nitrogenasa [21]. 

 
1.2 Los rizobios 
 
La palabra rizobio deriva del griego “rizo” (raíz) y “bios” (vida) y es un nombre genérico 

adjudicado a ciertas bacterias, conocidas por su capacidad de asociarse simbióticamente 

con plantas pertenecientes a la familia Fabaceas (también denominada Leguminosae) y 

y excepcionalmente, con ciertas especies no-leguminosas del género Parasponia [22].  

En esta interacción, la planta hospedera obtiene nutrientes nitrogenados de los rizobios, 

brindándole a la bacteria un ambiente favorable para fijar nitrógeno. Esta simbiosis 

permite a las plantas leguminosas crecer sin fertilizantes nitrogenados y sin empobrecer 

los suelos. 

En las raíces de las plantas (y excepcionalmente en los tallos de algunas leguminosas) 

los rizobios inducen la formación de órganos especializados denominados nódulos, 

donde llevarán a cabo la FBN. Además de establecer asociaciones simbióticas con 

leguminosas, los rizobios son microorganismos saprófitos que habitan en el suelo, 

condición denominada "vida libre". Suelen localizarse en la superficie de las raíces 

(rizoplano), en el suelo que rodea inmediatamente la raíz (rizósfera) y en menor cantidad 

en suelos no rizosféricos.  
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A pesar de que tanto los rizobios como las plantas leguminosas son filogenéticamente 

diversas, ninguna cepa bacteriana es capaz de asociarse simbióticamente con todas las 

especies de leguminosas y viceversa. Contrariamente, el establecimiento de la simbiosis 

rizobio-leguminosa es un proceso altamente específico, y en general cada rizobio es 

capaz de entablar relaciones simbióticas con una o unas pocas especies vegetales. Si 

bien existen rizobios con un amplio rango de hospederos, como por ejemplo 

Sinorhizobium fredii NGR234 capaz de nodular 112 géneros de leguminosas, estos son 

la excepción y no la regla [23]. 

Algunas leguminosas como Glycine max (soja) y Phaseolus vulgaris (poroto) pueden ser 

noduladas por más de una especie de rizobios [24]. El establecimiento de esta 

interacción no siempre se traduce en una simbiosis efectiva que beneficie a la planta, ya 

que una sola planta puede ser colonizada por múltiples bacterias que difieren en la 

efectividad de la fijación de nitrógeno [25]. De hecho, diferentes cepas de la misma 

especie de rizobios pueden diferir en su efectividad [26], incluso en asociación con la 

misma especie de leguminosa hospedera [27]. En consecuencia la eficiencia de fijación 

de nitrógeno difiere significativamente entre diferentes combinaciones de plantas y 

bacterias [28]. 

Si bien se consideran rizobios aquellas bacterias capaces de establecer asociaciones 

simbióticas con las plantas, resulta común que los rizobios se relacionen 

filogenéticamente con bacterias no simbióticas en diferentes niveles taxonómicos. Por 

ejemplo, un grupo de bacterias no simbióticas del género Rhizobium aisladas de la 

endósfera de la raíz del maíz [29], y bacterias del Neorhizobium provenientes de un suelo 

agrícola de tierras secas [30], presentan alta similitud con especies simbióticas de dichos 

géneros. De la misma forma el género Cupriavidus incluye cepas fijadoras de nitrógeno 

ubicadas filogenéticamente cerca de otras no fijadoras, reflejando que la capacidad de 

ser rizobio se adquirió en diferentes momentos durante la evolución [31]. 

En la actualidad, el phylum Proteobacteria es la división más grande y diversa dentro del 

dominio Bacteria. Mediante la utilización de estudios filogenéticos utilizando un marcador 

molecular como es el gen 16S del ARN ribosomal, las Proteobacterias se agrupan en 5 

linajes designados como subdivisiones α, β, γ, δ, ε. Particularmente, los rizobios no son 

un grupo filogenéticamente discreto, y se encuentran mayoritariamente distribuidos en 
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las subclases de las α-proteobacteria (α-rizobios) y β-proteobacteria (β-rizobios). El 

reporte de que la γ-proteobacteria Pseudomona sp. forma nódulos fijadores en Robinia 

pseudoacacia, no ha sido confirmado [24]. 

 
Las bacterias perteneciente a los α- y β-rizobios, se distribuyen en alrededor de 180 

especies incluidas en 20 géneros bacterianos [32] (Tabla 1). Los α-rizobios son el grupo 

que ha sido mejor caracterizado, con una amplia distribución geográfica y mayor número 

de plantas hospederas, en comparación con los β-rizobios, los cuales fueron descritos 

posteriormente y tienen aparentemente una distribución más restringida.  

 
Tabla 1. Agrupamiento taxonómico de rizobios simbióticos y no simbióticos relacionados 

filogenéticamente, pertenecientes a las subclases de α- y β-proteobacterias.  
Se incluyen el Orden, Familia, Género y algunos ejemplos de sus plantas hospederas. Tomado y adaptado 

de [32]. 

Clase Órden Familia Género Planta hospedera 
(representantes) 

Alphaproteobacteria 
(α-rhizobia)  

 

Hyphomicrobiales 

 

Bradyrhizobiaceae 

 

Bradyrhizobium 

 

Glycine max, Arachis hypogaea, 
Vigna unguiculate, Aeschynomene 
indica, Vigna sp., Phaseolus 
lunatus, Erythrophleum fordii, 
Kummerowia stipulacea, etc.  

Brucellaceae Ochrobactrum Cytisus scoparius, Lupinus 
honoratus, etc.  

Hyphomicrobiaceae Devosia Neptunia natans 

Methylobacteriaceae Methylobacterium, 
Microvirga 

Crotalaria juncea, Sesbania 
aculeata, Lotononis sp., Vicia 
alpestris, etc 

Phyllobacteriaceae 

 

Aminobacter, 
Mesorhizobium, 
Phyllobacterium 

Cicer sp., Astragalus, Amorpha 
fruticose, Caragana, Alhagi, Lotus 
sp., Sophora sp., Robinia sp., 
Acacia, Lathyrus numidicus, etc. 

Rhizobiaceae 

 

Agrobacterium, 
Allorhizobium 

Rhizobium, Shinaella, 
Ensifer, Sinorhizobium, 

Neorhizobium, 
Pararhizobium 

Vicia, Pisum sativum, Trifolium, 
Vicia, Lens, Lathyrus, Phaseolus, 
Sophora, Kummerowia stipulacea, 
Medicago, Melilotus, Trigonella, 
Sesbania cannabina, Caragana, 
Galgae, Astragalus, etc.  

Xanthobacteraceae Azorhizobium Sesbania sp. 
 
Betaproteobacteria 
(β-rhizobia) 

 

 
Burkholderiales 

 

 
Burkholderiaceae 

 

 
Cupriavidus, Trinickia, 

Paraburkholderia 

 
Mimosa, Phaseolus vulgaris, 
Podalyria calyptrate, Hypocalyptus 
sp., Virgilia oroboides, Robinia 
pseudoacacia, etc.  
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Los α-rizobios se distribuyen en 17 géneros de siete familias, que incluyen 

Bradyrhizobiaceae, Brucellaceae, Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae, 

Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae y Xanthobacteraceae, y son miembros del orden 

Hyphomicrobiales denominado recientemente [33]. El género Rhizobium, que alberga 

112 especies, es el género que contiene mas especies de rizobios [34], [35]. 

Los α-rizobios se encuentran generalmente asociados a leguminosas cultivadas por el 

ser humano, como ser la soja (Glycine max), el maní (Arachis hypogaea), el garbanzo 

(Cicer arietinum), la arveja (Pisum sativum), el poroto común (Phaseolus vulgaris), la 

alfalfa (Medicago sativa) y el poroto mungo (Vigna radiata), entre otros.  

 

Por otro lado, los β-rizobios descritos hasta ahora pertenecen a tres géneros bacterianos, 

Cupriavidus, Paraburkholderia y Trinickia [36], de la familia Burkholderiaceae dentro del 

orden Burkholderiales. Los β-rizobios se han aislado principalmente de nódulos de las 

raíces de leguminosas tropicales pertenecientes al clado Mimosoideae, tales como 

Mimosa spp. [37], [38], [39], [40], [41], y Parapiptadenia rigida [42], pero también al 

Papillonoideae como Phaseolus vulgaris [43], y Rhynchosia ferulifolia [44]. Los primeros 

reportes de la existencia de β-rizobios fueron en el año 2001, donde se enfocaron en el 

estudio de dos cepas del género Burkholderia tuberum (cepa STM678 y cepa STM815), 

aisladas de Aspalathus carnosa (Papilionoideae) en África del Sur y de Machaerium 

lunatum (Papilionoideae) en la Guyana Francesa [45]. Posteriormente, estas cepas 

fueron, denominadas como Burkholderia tuberum y Burkholderia phymatum y finalmente 

incluidas dentro del género Paraburkholderia [46], [47]. También en 2001, se describió́  

la especie Ralstonia taiwanensis, aislada a partir de nódulos de dos especies de Mimosa 

(Mimosa pudica y Mimosa diplotricha) en Taiwan [48], la cual fue posteriormente 

renombrada como Cupriavidus taiwanensis [48], [49]. Actualmente, se sabe que las 

bacterias pertenecientes a los géneros Paraburkholderia y Cupriavidus muestran una 

extrema diversidad de hábitats. Cepas de estos géneros se han aislado de suelo [50], de 

plantas de tratamiento de aguas residuales [51], de rizósfera [52], de insectos [53] y de 

infecciones en humanos [54] reflejando su notable capacidad de adaptación. 
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1.3 Las leguminosas  
 
Las leguminosas, plantas pertenecientes a la familia de las Fabaceae, se componen de 

aproximadamente 19.500 especies dentro de 751 géneros, presentes como hierbas, 

arbustos, enredaderas o árboles en hábitats principalmente terrestres [55], [56].  

Dicha familia se ha dividido tradicionalmente en tres subfamilias, Caesalpinioideae, 

Mimosoideae y Papilionoideae [57]. Sin embargo, esta clasificación taxonómica, se 

encuentra en revisión porque no refleja el conocimiento actual sobre sus relaciones 

filogenéticas. Actualmente, el grupo de trabajo sobre la filogenia de leguminosas The 

Legume Phylogeny Working Group (LPWG) ha propuesto una reclasificación en seis 

subfamilias: Cercidoideae, Detarioideae, Duparquetioideae, Dialioideae, 

Caesalpinioideae y Faboideae. Entre las modificaciones más relevantes que se 

realizaron, se definieron cuatro subfamilias nuevas a partir de Caesalpinioideae, las 

restantes Caesalpinoideae se fusionaron con Mimosoideae, manteniéndose esta última 

como un clado dentro de la subfamilia Caesalpinoideae [24], [56]. Sin embargo, al no 

haberse realizado una filogenia consensuada, la clasificación realizada por LPWG 

continúa en discusión y no está del todo aceptada. En base a esto, en el presente trabajo 

mantendremos la clasificación clásica. 

 

Las leguminosas presentan distribución cosmopolita, con capacidad de crecer en 

condiciones climáticas muy diversas. Su distribución abarca regiones tropicales, 

subtropicales y templadas. Se encuentran en una variedad de condiciones edáficas, así 

como en una gran diversidad de ambientes terrestres y acuáticos [58]. Aproximadamente 

un 70% de las leguminosas son capaces de establecer asociaciones simbióticas con los 

rizobios y fijar N2, siendo la característica más estudiada desde el punto de vista 

ecológico. En base a ello, su utilización como fuente de nitrógeno, en contraposición al 

uso de fertilizantes nitrogenados, es cada vez más valorado en sistemas de rotación con 

otros cultivos, ofreciendo una práctica de agricultura más sustentable y amigable con el 

medio ambiente [59]. Particularmente, las leguminosas pertenecientes al clado 

Mimosoideae, son utilizadas en la recuperación de suelos pobres, ayudando a la 

fertilización de estos, así como cultivos de soporte en sistemas de producción alimentaria 

[60]. 
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El género Mimosa abarca unas 500 especies incluyendo plantas herbáceas, arbustos y 

árboles, capaces de crecer en hábitats ampliamente diversos, como bosques tropicales 

y subtropicales, sabanas, matorrales, desiertos, praderas, y humedales, así como en 

diversos suelos (suelos con pocos nutrientes, pH ácido o suelos contaminados con 

metales pesados). Su principal centro de diversificación se encuentra en las regiones del 

Cerrado y la Caatinga en el centro de Brasil [61], en donde existen más de 200 especies 

endémicas, y su distribución abarca desde la zona subtropical de Sudamérica (Paraguay, 

Argentina, Uruguay y el sur de Brasil) a México y sur de Estados Unidos [62]. 

 

Las especies del género Mimosa son conocidas por su capacidad de asociarse 

simbióticamente con rizobios pertenecientes a las α- y β-proteobacterias [63], 

postulándose que la preferencia por uno u otro endosimbionte depende de la ubicación 

geográfica, del ambiente y de su taxonomía. Actualmente, se ha reportado que las 

plantas de Mimosa spp. son preferentemente noduladas por Paraburkholderia en Brasil, 

Ensifer en México y Cupriavidus en Uruguay [64], [65]. 

1.4 Características del género Cupriavidus 
 
El género Cupriavidus está compuesto por bacterias gram-negativas, móviles debido a 

la presencia de flagelos, que utilizan una amplia variedad de fuentes de carbono, lo que 

les proporciona una versatilidad metabólica [66]. Han sido aisladas de diferentes 

ambientes, como muestras clínicas [67], de suelos [68], de lodos [69], y de humedales 

para el tratamiento de aguas residuales [70]. En general son de baja patogenicidad. Sin 

embargo, uno de los casos más estudiados es el del patógeno humano C. galiardii [71]. 

A continuación, se describirán algunas de las características metabólicas de los 

Cupriavidus. 

1.4.1 Homeostasis de metales  
 
Las bacterias del género Cupriavidus son conocidas por su alta resistencia a metales 

pesados. Esto las convierte en candidatas ideales para su uso como inoculantes en 

áreas que requieren biorremediación [72]. Las bacterias utilizan varios mecanismos para 

mantener la homeostasis de los metales en su interior, como sistemas transportadores 

que regulan la entrada y salida de metales a través de la membrana celular, bombas de 
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eflujo para eliminar metales tóxicos del citoplasma, unión a proteínas de almacenamiento 

para evitar su toxicidad y sistemas quelantes como los sideróforos para transportar 

metales al interior celular [73]. Estos mecanismos incluyen ATPasas tipo P, proteínas de 

resistencia, nodulación y división celular (RND, de sus siglas en inglés Resistance 

Nodulation and Cell Division Proteins) y sistemas que facilitan la difusión de metales 

(CDF, de sus siglás en inglés Cation Diffusion facilliator) (Fig.3). De esta manera, las 

bacterias mantienen niveles adecuados de metales y evitan su toxicidad. 

 

 
Figura 3. Ilustración de los principales sistemas de transportadores de metales en bacterias. 

Se indican : (I) los sistemas de transportadores de ATPasas tipo P, encargados de la exportación del metal 

a través de una bomba al periplasma con gasto de energía que se obtiene de la hidrólisis de ATP, (II) RND, 

encargados de expulsar el metal hacia el exterior celular, mediante una proteína de fusión a membrana y 
un factor adicional para traspasar la membrana externa y (III) CDF, median el transporte del metal a partir 

de un gradiente quimiosmótico desde el citoplasma hacia el periplasma.  

Dentro del género Cupriavidus,  la especie C. necator se caracteriza por su capacidad 

para tolerar y emplear el ión cobre. Las bacterias de esta especie son especialistas en 

captar, transportar y almacenar este metal. El nombre "Cupriavidus" proviene del latín 

cuprum, que significa cobre, y “avidus”, que significa ávido o amante. La cepa tipo, C. 

necator N1, fue descrita como un microorganismo del suelo cuyo crecimiento se ve 

estimulado por la presencia de cobre [74]. El cobre es un micronutriente esencial que 

actúa como cofactor en numerosas enzimas clave del metabolismo. Las cuproproteínas, 

que contienen cobre, son fundamentales para la transferencia y transporte de electrones 

en los citocromos, implicados en procesos vitales como la respiración y la protección 

celular contra el estrés oxidativo [75]. Sin embargo, el cobre también puede generar 
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especies reactivas de oxígeno (ROS, de sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species) 

que causan daño oxidativo en lípidos, ácidos nucleicos y proteínas [76]. En 

concentraciones elevadas, el cobre puede ser tóxico para la mayoría de las células. Por 

esta razón, las bacterias han desarrollado diversos mecanismos para mantener la 

homeostasis del cobre, incluyendo regulación de la captación y expulsión del ion 

metálico, y su oxidación en el espacio periplásmico. En el género Cupriavidus, se han 

identificado tres sistemas para la homeostasis de cobre que involucran transportadores 

RND, codificado por cusCBA, ATPasas de eflujo de tipo PIBI, como ser CopF y la familia 

codificada por el clúster copABCD, y transportadores del tipo CDF [77]. En dicho 

contexto, la cepa CH34 de C. metallidurans es una cepa modelo conocida por su 

resistencia a metales pesados, capaz de tolerar concentraciones milimolares de 

mercurio, cadmio, cobre, cromo, níquel, zinc y plomo [78]. A su vez, alberga numerosos 

determinantes de resistencia a metales pesados que incluyen diversos mecanismos, 

como la capacidad de formar complejos, sistemas de expulsión, reducción y precipitación 

reductora, que permiten la desintoxicación celular y la supervivencia en ambientes 

altamente contaminados con metales tóxicos [79], [80]. 

Otro elemento esencial para los microorganismos es el hierro, y su importancia se debe 

a que participa en un gran número de reacciones enzimáticas, así como forma parte de 

macromoléculas (citocromos, ferroproteínas). En el suelo, el hierro se encuentra poco 

biodisponible, ya que se encuentra formando óxidos poco solubles. Si bien es un 

elemento abundante, su baja solubilidad y su unión a proteínas han supuesto un desafío 

para los microorganismos que habitualmente se enfrentan a condiciones limitantes del 

metal. Como consecuencia, las bacterias han desarrollado varios sistemas de 

adquisición y utilización del metal, a partir de diferentes fuentes según los ambientes que 

colonizan [81], [82], [83]. 

En condiciones limitantes de hierro, las bacterias son capaces de obtener el metal en la 

forma férrica (Fe+3), mediante la utilización de compuestos de bajo peso molecular 

denominados sideróforos, que son excretados al medio extracelular y actúan como 

quelantes del ion férrico con alta afinidad [84]. Una vez en el exterior, los sideróforos 

unen y solubilizan el hierro, generando un complejo ferri-sideróforo que puede ser 

internalizado. Particularmente, en el caso de bacterias gram-negativas, este complejo es 
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reconocido por receptores de membrana externa y transportado hacia el periplasma en 

un proceso dependiente del complejo de proteínas TonB-ExbB-ExbD.  

Se pueden distinguir cuatro tipos de sideróforos en función de la naturaleza química del 

grupo funcional implicado en la quelación de hierro. Estos son los de tipo catecol, 

fenolato, hidroxamato y carboxilato, aunque también son comunes sideróforos que 

contienen más de un grupo funcional [85]. Particularmente, en bacterias de la especie C. 

necator se ha reportado la síntesis de sideróforos tipo carboxilato, como ser  en la cepa 

JMP 134 de C. necator [86]. 

  

1.4.2 Degradación de compuestos aromáticos  
 
Los hidrocarburos aromáticos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. 

La fracción más prevalente se halla en la lignina de las plantas superiores y en sus 

productos de descomposición, contribuyendo a la formación de materia orgánica 

persistente en los suelos. Por otra parte, el uso extensivo de hidrocarburos aromáticos 

naturales y compuestos xenobióticos en procesos industriales, junto con prácticas 

inadecuadas de gestión de residuos, ha situado a estos compuestos como 

contaminantes orgánicos estables y persistentes. 

La degradación de los compuestos aromáticos es llevada a cabo casi exclusivamente 

por microorganismos, los cuales que han desarrollado diversas estrategias para obtener 

beneficios energéticos y fuentes carbonadas [86]. A su vez, los compuestos aromáticos 

pueden ser potencialmente tóxicos para los microorganismos, incluso para aquellos que 

pueden degradarlos. Una estrategia para sobrevivir en presencia de compuestos 

aromáticos potencialmente tóxicos para la célula, consiste en desarrollar mecanismos de 

tolerancia a estos, de forma que puedan mantener su viabilidad [87]. 

Existe una gran variedad de compuestos aromáticos y la estrategia para su degradación 

se basa en transformar primeramente estos compuestos mediante vías periféricas, que 

confluyen dando lugar a un menor número de compuestos centrales [88].  

En el caso del catabolismo aerobio bacteriano, los compuestos aromáticos son activados 

mediante reacciones de oxigenación (por las oxigenasas de hierro no hemo de Rieske, 

las flavoproteínas monooxigenasas y las oxigenasas multicomponentes de dihierro 
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soluble) y/o CoA ligasas, incorporando oxigeno molecular al anillo aromático para permitir 

su posterior apertura [86]. 

Luego, oxidaciones sucesivas mediante hidroxilasas, monooxigenasas o dioxigenasas 

permiten la conversión de hidrocarburos aromáticos periféricos a intermediarios 

dihidroxilados que pueden converger en alguna ruta catabólica central, como por ejemplo 

el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA, de sus siglas en inglés Tricarboxylic Acid 

Cycle) [88]. 

La cepa JMP134 de C. pinatubonensis es una de las más estudiadas, debido a su 

capacidad de degradar compuestos aromáticos. Su genoma presenta 11 de las 12 rutas 

centrales de degradación de compuestos aromáticos reportadas en proteobacterias. 

Entre ellas, posee una de las principales vías catabólicas que converge en la formación 

de β-cetoadipato, la cual posee dos ramas principales: la rama del catecol (generado a 

partir de la degradación de benzoato y algunos monómeros de lignina) y la rama del 

protocatecuato (generado a partir 4-hidroxibenzoato, y diversos monómeros de lignina) 

[89]. 

 
1.4.3 Producción de PHB 

 
El PHB (poli(3-hidroxibutirato)) es un poliéster termoplástico biodegradable que 

pertenece a la familia de los polihidroxialcanoatos (PHA), compuesto por hidroxiácidos 

de entre tres a cinco átomos de carbono. En las últimas décadas, ha generado gran 

interés en aplicaciones industriales y campos de investigación debido a su 

biodegradabilidad y biocompatibilidad [90].  

En la naturaleza, el PHB se encuentra como un cuerpo de inclusión citosólica en varios 

microorganismos, como bacterias y arqueas. Estos microorganismos utilizan el PHB 

como almacenamiento de carbono y energía, y también como fuente de poder reductor 

[91], [92], especialmente en situaciones de estrés. Esto les brinda ventajas para 

sobrevivir en ambientes cambiantes y competitivos. C. necator es una bacteria 

ampliamente estudiada para la producción de PHB debido a su capacidad para acumular 

grandes cantidades de este poliéster, llegando a representar hasta el 90 % de su peso 

seco celular [89]. 
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La ruta clásica de biosíntesis del PHB involucra tres reacciones secuenciales y se 

expresa a partir de diferentes fuentes de carbono y ácidos grasos que generan acetil-

CoA como metabolito intermedio. En la primera reacción, dos moléculas de acetil-CoA 

se combinan para formar acetoacetil-CoA, reacción catalizada por la enzima β-

cetotiolasa/3-cetotiolasa/acetil-CoA acetiltransferasa (phaA). Luego, en una segunda 

reacción catalizada por la acetoacetil-CoA reductasa/hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 

(EC 1.1.1.36) (dependiente de NADPH) (phaB), el acetoacetil-CoA se reduce a 3-

hidroxibutiril-CoA. Finalmente, la enzima PHB sintasa/poli(3-hidroxibutirato) sintetasa 

(phaC) polimeriza dos monómeros de 3-hidroxibutiril-CoA para formar el poli(3-

hidroxibutirato) [93]. 

2 Simbiosis rizobio–leguminosa  
 
El modelo de asociación simbiótico rizobio-leguminosa es uno de los más estudiados 

debido a que varias leguminosas son fuentes de alimentación tanto para humanos como 

para el ganado. Además, durante esta asociación ocurren los procesos de FBN más 

eficaces (20–300 Kg hectárea-1año-1) [94]. El aislamiento de rizobios a partir de nódulos 

colectados en el campo y el uso de plantas trampa, ha permitido seleccionar cepas 

fijadoras de nitrógeno, con el fin de utilizarlas como inoculantes que permitan el 

desarrollo de leguminosas en suelos empobrecidos [95]. 

La interacción simbiótica entre α-rizobios y leguminosas hospederas ha sido un modelo 

de estudio durante más de 100 años [96]. Esta interacción simbiótica tiene la 

característica de que las bacterias (rizobios) en su estado diferenciado (bacteroides),  

dentro de las células vegetales de los nódulos de las leguminosas, llevan a cabo el 

proceso de la FBN. El establecimiento de esta relación mutualista implica un complejo 

diálogo molecular entre la planta huésped y el microorganismo fijador de nitrógeno [28]. 

Las etapas de fromación del nódulo se resumen en la figura 4 y se describen a 

continuación. 

 



 
  

 
 

35 

 
 
Figura 4. Resumen del proceso de infección durante la simbiosis rizobio-leguminosa y morfogénesis de 

un nódulo indeterminado. 

Ilustración del proceso de infección durante la simbiosis rizobio-leguminosa y morfogénesis de un nódulo 
indeterminado. Se indican: (1) el reconocimiento y adhesión de las bacterias al pelo radicular, (2) la 

curvatura del pelo radicular e infección, (3) el transporte de las bacterias por el hilo de infección hacia las 

células del primordio y seguidamente hacia las células corticales de la planta, endocitosis y liberación de 

las bacterias. A la derecha se muestran las cinco zonas de un nódulo maduro indeterminado, en las cuales 

las bacterias de diferenciará a bacteroide, que incluye zona I: zona meristemática, zona II: zona de 

infección, zona IZ: interzona; zona III: zona de fijación de nitrógeno y zona IV: zona de senescencia. 

Tomado y adaptado de [28]. 

1) Reconocimiento y adhesión de las bacterias a la planta. El reconocimiento está 

mediado por la liberación de compuestos presentes en los exudados radiculares de las 

plantas, entre los que se encuentran los flavonoides, los cuales atraen químicamente a 

las bacterias presentes en la rizósfera hacia la región apical de los pelos radiculares. En 

presencia de flavonoides se induce la expresión de los genes nod bacterianos, 

responsables de la síntesis y secreción de los factores de nodulación o factores Nod 

(NFs, de sus siglas del inglés Nod Factors). Los NFs son a su vez reconocidos por 

receptores específicos de las células vegetales, desencadenando en la planta los 

procesos que permitirán la infección, como ser la deformación de los pelos radicales, la 

formación del hilo de infección, la formación del nódulo y la división de las células 



 
  

 
 

36 

corticales. Este primer paso de reconocimiento le da especificidad a la interacción 

simbiótica, ya que cada rizobio es capaz de responder a uno o unos pocos flavonoides, 

y a su vez cada planta hospedera reconoce solo algún NF. En dicho escenario, los 

rizobios para poder ingresar a la planta, previamente deben adherirse a la raíz. Se han 

reportado proteínas bacterianas como las adhesinas (ricadhesinas y RAPs (proteínas 

adherentes de rizobios), celulasas y glucanansas) las cuales estarían involucradas en la 

adhesión [97], así como también en la formación de biopelículas [98]. También se ha 

observado que ciertos componentes de la superficie celular de las bacterias tienen un rol 

importante en esta primera etapa de la interacción, como ser los polisacáridos 

extracelulares (EPS) y lipopolisacáridos (LPS) de las bacterias [99] y diversas lectinas 

del lado de la planta [100].  

2) Curvatura del pelo radicular e infección. Al ser reconocidos los NFs bacterianos por 

los receptores en las plantas, ocurren cambios morfológicos y fisiológicos en los pelos 

radiculares de las plantas. Dentro de las respuestas inducidas por los NFs se han 

identificado cambios en los niveles del influjo y eflujo de iones calcio, cloro, potasio y 

protones, siendo estos últimos los que provocan cambios en el pH intracelular de las 

células vegetales, que se vuelve más alcalino. Esto provoca la activación de las proteínas 

reguladas por el calcio, las cuales serán responsables de hidrolizar y reorganizar el 

citoesqueleto de las células de los pelos radiculares. Como consecuencia de que ocurre 

un hinchamiento en la zona apical del pelo, provocando un enroscamiento de este, 

quedando las bacterias que se encuentran localizadas en esa zona (atrapadas en un 

“bolsillo”). En ese sitio, las bacterias inducen lesiones locales mediante hidrólisis de la 

pared celular de la planta, y penetran a la célula vegetal mediante la invaginación de la 

membrana. La planta hospedera responde depositando material de pared celular sobre 

la lesión, formándose un tubo, denominado “hilo de infección”, que crece en sentido 

longitudinal hacia el interior, por el que ingresan las bacterias hasta las células del córtex 

de la raíz de la planta [101]. 

3) Endocitosis y liberación de las bacterias. Cuando el hilo de infección alcanza las 

células del primordio del nódulo, las bacterias son liberadas al citoplasma de estas 

células, mediante un proceso similar al de endocitosis. En dicho proceso los rizobios no 
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quedan en contacto con el citoplasma de las células infectadas, sino porque quedan 

envueltos en una membrana de origen vegetal, denominada “membrana 

peribacteroidea”, distinta en su composición a la membrana plasmática. La membrana 

peribacteroidea limita las vesículas, denominadas simbiosomas, donde las bacterias 

luego se diferenciarán a bacteroides. 

 
4) Diferenciación de bacteria a bacteroide y formación del nódulo. Dentro de los 

simbiosomas, las bacterias se diferencian a bacteroides, que incluye aumento de  

tamaño y forma celular, y pérdida de la capacidad de dividirse y adquieren la capacidad 

de fijar nitrógeno.  

Los nódulos de leguminosas se pueden agrupar en dos tipos principales: indeterminados 

y determinados. Los nódulos indeterminados se originan a partir de divisiones celulares 

en la corteza interna y poseen un meristema apical persistente. Presentan una forma 

cilíndrica, con un gradiente de desarrollo desde el ápice hasta la base del nódulo, en el 

que se pueden individualizar cinco zonas (Fig. 4). Los nódulos determinados son el 

resultado de divisiones celulares en la corteza media o externa de la raíz, carecen de un 

meristema persistente y tienen forma esférica. Las divisiones celulares de un nódulo 

determinado cesan al principio de las etapas del desarrollo y el nódulo maduro se 

desarrolla a través del agrandamiento celular, por lo cual las células infectadas se 

desarrollan más o menos sincrónicamente con la etapa de FBN. En ambos tipos de 

nódulos, las células vegetales experimentan una endorreduplicación del genoma, lo que 

lleva a la poliploidización y al agrandamiento celular.  

Paralelamente al desarrollo de las células del nódulo, se produce la diferenciación de los 

bacteroides fijadores de nitrógeno. Dependiendo del hospedador y del tipo de nódulo, la 

diferenciación puede ser terminal o reversible. La diferenciación terminal se caracteriza 

por la endorreduplicación del genoma, la elongación celular, el aumento de la 

permeabilidad de la membrana y la pérdida de la capacidad reproductiva. En la 

diferenciación reversible, los bacteroides conservan el tamaño celular y el contenido de 

ADN de manera similar a las bacterias en “vida libre” [102], [103]. En comparación con 

las bacterias de “vida libre”, los bacteroides muestran cambios drásticos en el 
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transcriptoma, la estructura de la superficie celular y en las actividades metabólicas para 

que se adapten al entorno intracelular y a fijar nitrógeno [104]. 

El poder reductor que utiliza el bacteroide para la FBN proviene de la planta, 

predominantemente en forma de ácidos dicarboxílicos, que a su vez, aportan los 

esqueletos carbonados que servirán como vehículo para el nitrógeno fijado. A su vez el 

niotrógeno fijado sale del bacteroide hacia el espacio peribacteroidal através de la 

membrana por difusión, en este espacio el pH ácido promueve la protonación a NH4+. 

Este NH4+ es exportado al citosol de la célula nodular mediante transportadores de 

cationes monovalentes dispuestos en la membrana peribacteroidea,  es asimilado por el 

sistema GS/GOGAT para formar glutamato, que pasa al sistema vascular de la planta. 

La FBN tiene un alto requerimiento energético en forma de ATP, por lo que el 

metabolismo respiratorio de los bacteroides debe ser muy activo. Sin embargo, el O2, 

necesario para cumplir tal demanda energética es perjudicial para la nitrogenasa, ya que 

el complejo es irreversiblemente inactivado en presencia del mismo. Por ello, los 

diazótrofos han desarrollado distintos mecanismos de protección. En el caso de los 

rizobios, la presencia en el espacio peribacteroidal de una alta concentración de 

leghemoglobina, una hemoproteína, permite, por un lado, actuar como proteína de 

transporte, asegurando la provisión suficiente de O2 para el metabolismo de los 

bacteroides. Al mismo tiempo, regula el nivel de O2 para evitar que afecte la actividad del 

complejo nitrogenasa [105].  

2.1 Genes simbióticos  
 
En rizobios los genes simbióticos mejor caracterizados, son los involucrados en el 

establecimiento de la simbiosis (nod, nol y noe) [34]. Los genes nod se clasifican en tres 

categorías, cada una de las cuales aporta un grado de especificidad en la interacción 

simbiótica. La primera incluye a los genes nod más conservados en los rizobios 

(nodABC), los cuales codifican para proteínas involucradas en la biosíntesis del 

esqueleto y ensamblaje de los factores Nod (NFs, de sus siglas en inglés Nod Factors), 

y la unión del ácido graso. Los NFs, son lipo-quito-oligoscaráridos (LCOs), que consisten 

en un tetra o pentasacárido de N-acetil-β-D-glucosamina, que presenta en el C2 de su 

extremo no reductor una cadena de ácido graso insaturado. Los NFs se distinguen en el 



 
  

 
 

39 

largo y la saturación de la cadena del ácido graso, y a su vez pueden presentar otros 

sustituyentes tanto en su extremo no reductor como en el reductor. La cadena de ácido 

graso generalmente tiene entre 16 a 18 átomos de carbono y el número de repeticiones 

central (n) varía entre 2 o 3. La posición de los sustituyentes varía de R1 a R7, a las 

cuales se la adicionan distintos sustituyentes por ejemplo de azúcar (arabinosa, fucosa) 

acetilo, metilo, carbamoílo, grupos sulfurilo o glicosilo (Fig. 5).  

 

  
Figura 5. Ilustración de la estructura básica de los lipo-chito-oligosacáridos (LCOs), y función de los genes 

nod. 
En la mayoría de los NFs, n varía entre 2 o 3, y la posición de los sustituyentes varía desde R1 a R7 

(indicado con los diferentes colores), así como también los NFs sintetizados a partir de cada decoración. 

R1: Me (metilo) y H (hidrógeno), R2: OH (hidroxilo, H y Ca (carbamoil)), R3: H, Ca, y Ac, R4: H, Fu (fucosa), 

MeFu (metil fucosa), AcMeFu (acetilmetilfucosa), R5: H y Ara (arabinosilo) y R6: OH, Ac y Fu. Tomado de 

[106]. 

Particularmente, nodA, nodB y nodC, codifican para una quitin oligosacárido 

aciltransferasa, para una polisacárido desacetilasa y para una quitín oligosacárido 

sintasa, respectivamente. 

El segundo grupo, incluye los genes nod reguladores (nodD), controlan la transcripción 

del operón nod, generalmente a través de su interacción con flavonoides (ver más 

adelante en 2.2). El número de copias de los genes reguladores varía entre las distintas 

especies de rizobio. Por ejemplo, hay tres genes nodD en S. meliloti (nodD1, nodD2 y 

nodD3), que responden a distintos estímulos, ampliando el repertorio de moléculas señal 

involucradas para el reconocimiento simbiótico [106]. Tal es el caso de los genes nodD1 

y nodD2 de la cepa CIAT 899 de R. tropici que responden al flavonoide luteolina y a la 

presencia de NaCl, respectivamente [107]. Por otro lado, en L. japonicum se demostró 

que los genes nodD de M. loti están involucrados en diferentes etapas del proceso, 
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mientras que la proteína NodD2 participa principalmente en la inducción de genes nod 

en la rizósfera y dentro de los nódulos, NodD1 induce los genes nod principalmente 

dentro de los hilos de infección del pelo radicular [108]. 

El tercer grupo, son los genes nod específicos (genes nod, nol y noe), con presencia 

variable en distintas especies de rizobios, codifican para enzimas responsables del 

agregado de los diferentes sustituyentes en los extremos de los NFs, determinando el 

rango de hospedero [106]. Por ejemplo, los genes nodH, nodQ, nodS y nodU, están 

involucrados en decoraciones de los NFs, mediante O-sulfatación (sulfotransferasa y 

adenililsulfato quinasa), N-metilación (metiltransferasa) y carboamliación 

(carbamoiltrasnferasa), respectivamente [109], [110], [111]. Mientras los genes nolO, 

noeE, noeI, noeC y nolK, tambien están involucrados en la decoración de los NF 

mediante, la 3-O-carbamoilación, sulfatación, 2-O-metilación y el agregado de azúcares, 

respectivamente [112]. 

Los genes nodJ y nodI, codifican para una proteína transportadora de eflujo tipo ABC 

(permeasa) y para una proteína transportadora de unión al ATP involucrada en el 

transporte de los NF desde el citoplasma bacteriano al espacio extracelular [113].  

Si bien los genes nod tienen un rol central en muchas interacciones simbióticas, no son 

esenciales en todas las simbiosis. Se han descrito cepas de Bradyrhizobium que no 

poseen genes nod y que son capaces de nodular y fijar nitrógeno en simbiosis con 

especies de Aeschynomene, indicando la existencia de mecanismos de interacción 

simbiótica independiente de los NFs [114].  

En todos los genomas de rizobios pertenecientes al género Cupriavidus, los genes de 

nodulación se transcriben de manera divergente del gen regulador nodD, ya que se 

encuentran en la otra hebra. En este contexto, el producto de nodD se uniría a las cajas 

nod presentes en las regiones operadoras del operón nod, lo cual activaría la expresión 

de los genes nod del operón. En la cepa LMG 19424 de C. taiwnanensis, se observó que 

existen dos cajas nod, una delante del gen nodB, primer gen del operón nod, y la otra 

precediendo al gen noeM, por fuera del operón nod, aunque estaría involucrado en la 

decoración de los NFs producidos por esta bacteria [115]. 
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2.2 Especificidad mediada por flavonoides  
 
En la simbiosis rizobio-leguminosa, la inducción de la expresión de los genes nod está 

mediada por las proteínas NodD, reguladores transcripcionales de tipo LysR [110], las 

cuales son activadas por flavonoides sintetizados y secretados por la planta. La unión 

del complejo flavonoide-NodD, a la caja nod en el ADN bacteriano, activa la expresión 

de los genes nod, implicados en la síntesis y secreción NFs, que son a su vez 

reconocidos específicamente por la planta hospedera. La especificidad de este 

reconocimiento constituye un punto de control temprano de la simbiosis [116]. 

Los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso molecular, que presentan 

diversas funciones biológicas que incluyen la protección de la planta contra la radiación 

ultravioleta evitando el daño fotooxidativo [117], entre otros [118]. A su vez, en los tejidos 

vegetales modulan los niveles de especies reactivas del oxígeno, mediante la inhibición 

de enzimas que generan ROS [119], o mediante la formación de complejos quelantes de 

iones metálicos capaces de catalizar la producción de ROS [120]. Los flavonoides están 

presentes generalmente en todos los órganos de las plantas y su composición depende 

de varios factores como ser el estado hídrico de la planta, disponibilidad de nutrientes, 

tipo de suelo y la edad [121].  

Estudios de microscopía de fluorescencia han demostrado que los flavonoides se 

acumulan en determinadas células en la punta de las raíces, desde donde son exudados 

hacia el suelo [101] (Fig. 6).  
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Figura 6. Localización de flavonoides en las raíces de Medicago truncatula, mediante microscopía de 

fluorescencia UV. 
Se indican en (A) Acumulación de flavonoides con autofluorescencia de color azul y de color naranja , en 

las células de la punta de la cubierta y en la punta de la raíz (flecha azul), (B) Acumulación de flavonoides 

en una raíz madura de trébol blanco Trifolium repens L. (trébol blanco), en células del periciclo, (p) y corteza 

(c), (C) Acumulación de flavonoides en una sección de raíz joven de trébol blanco, en la células de la 

corteza, como (c), (D) Acumulación de flavonoides en una sección de la punta de la raíz del trébol blanco, 

en los núcleos de las células meristemáticas (azul claro), en el citoplasma de las células epidérmicas y 

corticales externas (se indican con una flecha). Las barras de aumento son de 500 μm en a y de 100 μm 

en b, c y d. Tomada de [101]. 

Por otro lado, los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en nuestra dieta 

diaria y actualmente se consideran un componente indispensable en una variedad de 

aplicaciones nutracéuticas, farmacéuticas, medicinales y cosméticas [122]. Esto se 

atribuye a sus propiedades antimicrobianas, antialérgicas, antioxidantes, 

antiinflamatorias, antiviral, antifúngica, antimutagénicas y anticancerígenas [123]. 

 
Desde el punto de vista estructural, los flavonoides están compuestos por un esqueleto 

común de difenilpropano conocido como aglicona (C6–C3–C6), en el que un anillo de 

benceno (A) está unido a un anillo de pirona (C), a través de una cadena de tres carbonos 

y a su vez en la posición 2 o 3 se une a un anillo de fenilo (B) como sustituto [122]. Las 
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distintas clases de flavonoides varían en su nivel de oxidación y en el patrón de 

sustitución de los distintos anillos, por lo cual conlleva a diferentes tipos de subclases, 

como se puede observar en la figura 7. La mayoría de los flavonoides se pueden 

subclasificar en varios grupos, que incluyen: flavonas (B), flavonoles (C), flavanonas (D), 

flavanoles (E), antocianidinas (F) e isoflavonas (G), y más recientemente las auronidinas 

[124]. 

 
Figura 7. Ilustración de algunos de los esqueletos de flavonoides más estudiados y subclases, 

dependiendo de la modificaciones estructurales y sustituyentes. 

La unidad básica es del tipo C6-C3-C6 (o aglicona) y se define por dos anillos aromáticos, unidos mediante 

un anillo heterocíclico de pirona, anillo C.  Se indican las clases flavonas (B), flavonoles (C), flavanonas 

(D), flavanoles (E), antocianidinas (F) e isoflavonas (G), y las subclases dependiendo del grupo 
sustituyente. Tomado y adaptado de [125]. 



 
  

 
 

44 

Los flavonoides derivan de la fenilalanina y la malonil-CoA [126], y las vías de biosíntesis 

están bien caracterizadas [127]. Son sintetizados en el citosol, desde donde son 

secuestrados y transportados en vesículas hacia la vacuola para su almacenamiento o 

hacia otros destinos, donde pueden funcionar como moléculas bioactivas. El secuestro 

vacuolar de flavonoides involucra el tráfico de vesículas, transportadores de membrana 

del tipo ABC, transportadores del tipo extrusión de compuestos tóxicos y multidrogas 

(MATE, de sus siglás en inglés Multidrug And Toxic Extrusion compound), y enzimas 

como el glutatión S-transferasa (GST) [128], [129].  

Los pasos finales en la biosíntesis de flavonoides implican modificaciones como ser la 

hidroxilación, glicosilación, metilación y acilación, mejorando la actividad biológica, la 

solubilidad y el almacenamiento de estos compuestos [130]. La hidroxilación es la 

modificación más frecuente (78%) seguida por la glicosilación (56%), metilación (25%) y 

la fenilacilación (5%) [131], estando la mayoría de ello en la naturaleza como glucósidos 

[125]. Suelen acumularse en forma de mono-, di- o tri- glucósidos, en los que el O-

glucósido y el C-glucósido son los más comunes. Sin embargo, se han encontrado unido 

a otros azúcares como ser galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa y el ácido glucurónico 

[132].  

Distintos tipos de flavonoides son capaces de inducir la expresión de los genes nod en 

algunas especies de rizobios, e inhibir su expresión en otros. Otros estimulan el 

crecimiento bacteriano, facilitando la colonización radicular e incluso actuar como 

mecanismo de defensa frente a microorganismos patógenos [133].  

La luteolina fue el primer flavonoide identificado producido por leguminosas, capaz de 

activar la expresión de los genes nod en cepas de rizobios además de actuar como 

quimioatrayente en P. putida [134], [135]. Los flavonoides genisteína y daídzeina 

(isoflavonas), producidos por raíces de soja, inducen la producción de NFs en B. 

japonicum, pero son inhibitorios de su síntesis en S. meliloti y B. elkanii [135], [136]. La 

naringenina es inductor de los genes nod en la cepa ORS285 de Bradyrhizobium sp. Sin 

embargo, la naringenina O-metilada, no induce la expresión de los genes nod, aunque 

estimula el crecimiento de la cepa ORS2185. Se postula que la estimulación del 

crecimiento bacteriano y los cambios metabólicos inducidos por naringenina, serían parte 
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de un mecanismo que facilitaría la colonización e infección de plantas que la exudan 

[137]. 

La genisteina y daídzeina, también pueden actuar como fitoalexinas, desencadenando 

un mecanismo de defensa contra infecciones de la raíz, mediante la inhibición del 

crecimiento de microorganismos patógenos [138]. 

Por otro lado, los estudios que emplean el β-rizobio C. taiwanensis LMG19424, han 

reportado que la biosíntesis y la exportación de NFs se inducen en respuesta a los 

flavonoides luteolina y apigenina [139]. Particularmente, en el caso de las Burkholderia 

no se han reportado estudios donde flavonoides estén relacionados con la simbiosis.  

Además de los flavonoides, otras moléculas como ser azúcares, aminoácidos, ácidos 

dicarboxílicos (succinato, malato, fumarato), amonios cuaternarios (betaínas), ácidos 

aldónicos, y diferentes compuestos aromáticos (shikimato, quinato, protocatecuato, 

vainillina, acetosiringona, catecol), son quimioatrayentes de diversas bacterias y se ha 

demostrado que están implicados en el establecimiento de la simbiosis en el género 

Rhizobium [140], [141]. 

2.3 Especificidad mediada por la percepción de factores Nod 
 
Los NFs son reconocidos por los receptores del factor Nod en plantas (por ejemplo, NFR1 

y NFR5 en Lotus japonicus). Estas proteínas receptoras tienen un dominio LysM 

extracelular y un dominio quinasa intracelular [142], [143], [144]. La unión directa de NFs 

a los dominios LysM extracelulares del complejo receptor conduce a la activación de las 

vías de señalización de nodulación a través del dominio quinasa [145]. Como 

consecuencia, se induce la expresión de los genes que están involucrados en la 

regulación del nivel de calcio intracelular, acompañado de cambios en el citoesqueleto 

del pelo radicular. Estos cambios conducen a un aumento de las divisiones celulares en 

la raíz, lo que finalmente concluye con la formación de hilos de infección para la 

formación del nódulo. La señal provista por los NFs,  estimula la expresión de los genes 

de síntesis de flavonoides y se propuso que estos interfieren con el transporte de auxinas, 

hormona de la planta que promueve la división celular [146]. 
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A nivel de la planta, se observó que la transferencia de los genes codificantes para los 

receptores NFR1 y NFR5 de L. japonicus a M. truncatula permite la nodulación de los 

simbiontes de L. japonicus, M. loti [147]. 

 

2.4 Especificidad mediada por exopolisacáridos bacterianos 
 
Además de los NFs, también los polisacáridos extracelulares de la superficie bacteriana 

y los secretados, tales como los exopolisacáridos (EPS), los lipopolisacáridos (LPS) y los 

polisacáridos capsulares (KPS), son importantes para establecer relaciones simbióticas 

en una gran variedad de rizobios [140], [141]. La producción de EPS es común en 

rizobios y su composición es variable entre las diferentes especies [148], pudiendo 

incluso inhibir o promover la simbiosis según su composición molecular [149]. 

 
En el caso de los EPS, se ha demostrado que median la colonización de los pelos 

radiculares y la formación de los hilos de infección, y que son reconocidos por una 

proteína localizada en la superficie celular que contiene tres dominios LysM 

extracelulares y un dominio quinasa intracelular tipo 3 (EPR) [150]. En dicho escenario, 

se observó que tanto mutantes de Lotus en el receptor EPR3, como la inoculación de las 

plantas salvajes con mutantes de M. loti defectuosas en la producción de EPS, provoca 

una reducción de la cantidad de hilos de infección y una acumulación inusual de los 

mismos en las células del córtex, afectando la eficiencia del proceso de infección [151]. 

En la simbiosis entre S. meliloti, M. sativa y M. truncatula, se demostró que un tipo de 

EPS (succinoglicano) es necesario para el inicio y elongación de los hilos de infección, y 

que un aumento en su producción mejora la capacidad de nodulación [152], [153]. Sin 

embargo, el papel simbiótico de EPS resulta más complejo en otro tipo de interacciones, 

como ser en la interacción entre M. loti y Lotus spp. [154]. En este caso, se ha visto que 

la producción de EPS en M. loti es necesaria para modular las respuestas de defensa de 

las plantas y permitir la infección bacteriana. Sin embargo, los mutantes que no producen 

EPS, igualmente conservan la capacidad de formar nódulos, mientras que aquellas que 

forman un EPS truncado no son capaces de progresar en la simbiosis, ya que 

desencadenan respuestas de defensa de la planta que resultan en un bloqueo de la 

infección [154].  
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2.5 Especificidad mediada por la inmunidad innata del huésped 
 
La inmunidad innata se refiere a su capacidad para detectar y responder rápidamente a 

la presencia de patógenos o microorganismos invasores, como hongos, bacterias o virus, 

activando mecanismos de defensa preexistentes. En dicho contexto, las plantas 

hospederas han desarrollado mecanismos de reconocimiento para distinguir entre 

patógenos y simbiontes, y responder diferencialmente [155].  

Dentro de los mecanismos de inmunidad innata en las plantas incluyen la presencia de 

receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, de sus siglas en inglés Pattern 

Recognition Receptors), los cuales son capaces de reconocer patrones moleculares 

asociados a microrganismos (MAMPs, de sus siglas en inglés Microbe-Associated 

Molecular Patterns) y a patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, de sus 

siglas en inglés Patoghen-Associated Molecular Patterns), como ser cpmponentes de la 

pared bacteriana (LPS), proteínas citosólicas, y moléculas efectoras, desencadenando 

la activación de los mecanismos tempranos de defensa de la planta. Algunos ejemplos 

conocidos de PRR genes en las plantas incluyen los receptores de quinasa asociados a 

flagelina (FLS2) que reconocen la flagelina bacteriana, el receptor de quinasa del ácido 

abscísico (BAK1) que reconoce diversos PAMPs [156], y los receptores tipo Nod (NLRs) 

que detectan efectores secretados por patógenos [157]. 

 
En dicho contexto, algunas bacterias utilizan los sistemas de secreción tipo II, III y IV 

(SSTII, SSTIII y SSTIV) para secretar ciertas proteínas efectoras en las células de la 

planta huésped, las cuales pueden activar o no, su respuesta de defensa [158]. A su vez, 

diferentes géneros de α- y β-rizobios, utilizan este sistema de efectores con el fin de 

promover la infección e incluso en ciertas situaciones son el mecanismo necesario para 

la nodulación, independiente de la síntesis del NFs [159]. 

 
Otro mecanismo de las plantas involucra a los genes de resistencia (genes R), los cuales 

en su mayoría codifican para receptores de superficie celular o intracelulares, los cuales 

pueden activar o elevar una respuesta de defensa específica. A modo de ejemplo, las 

leguminosas pueden aprovechar el reconocimiento mediado por los genes R para evitar 

ser noduladas por cepas deficientes en la fijación de nitrógeno e interactuar 
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selectivamente con cepas eficientes, como se observó con la cepa Rm41 de S. meliloti 

[160]. 

3 Antecedentes del grupo de trabajo 
 
3.1 Modelo de Estudio: La cepa UYPR 2.512 de Cupriavidus necator 
 
La cepa UYPR2.512 de C. necator se aisló de un nódulo de raíz presente en la 

leguminosa arbórea Parapiptadenia rígida en Uruguay. Esta cepa demostró ser capaz 

de formar nódulos Fix+ y promover el crecimiento tanto de su huésped original como de 

la planta modelo M. pudica [42]. Los análisis filogenéticos indicaron que UYPR2.512 

pertenece al género Cupriavidus, aunque en un clado separado de C. taiwanensis [42], 

mientras que análisis posteriores revelaron su estrecha relación con la cepa UFLA-0271 

de Cupriavidus necator, lo que sugiere que UYPR2.512 pertenece a la especie necator 

[161], [162]. En 2015, el genoma de UYPR2.512 de Cupriavidus sp. fue secuenciado y 

anotado, revelando una longitud de 7.858.949 pb, divididos en 369 contigs. Este borrador 

del genoma contiene 7.411 genes que codifican proteínas y 76 genes que codifican RNA 

[163]. Hasta ese momento, el único genoma secuenciado y publicado de un β-rizobio 

perteneciente al género Cupriavidus era el de la cepa LMG 19424T de C. taiwanensis 

[139]. 

Al igual que se ha visto en otras cepas de los genomas del género Cupriavidus, en el 

genoma de UYPR2.512 los operones nod y nif están fuertemente compactados. Los 

genes nod se organizan en un solo operón precedido por una caja de nod y se transcriben 

de manera divergente a la única copia del gen nodD presente en estos genomas [162], 

[163], [164], [165], [166]. En este contexto, el genoma de la cepa LMG19424 de C. 

taiwanensis contiene la isla simbiótica más compacta (35 kb) (que contiene los genes 

nod, nif y fix) identificada hasta la actualidad [139]. 

 

3.2 Hipótesis de trabajo 
 
Nuestra hipótesis es que los β-rizobios utilizan mecanismos similares a los observados 

en α-rizobios para el establecimiento de relaciones simbióticas con plantas hospederas, 

sin embargo, también cuentan con estrategias exclusivas. La descripción de estos 
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mecanismos permitirá desarrollar estrategias de aprovechamiento de este recurso 

microbiano abundante en nuestro país, así como aumentar nuestro conocimiento sobre 

las interacciones benéficas entre plantas y microorganismos.  

3.3 Objetivo general y específicos  
 
El objetivo general de este trabajo es establecer los mecanismos moleculares 

involucrados en los primeros pasos de la interacción entre el β-rizobio UYPR2.512 y la 

leguminosa hospedera Mimosa pudica.  

Para esto nos planteamos los siguientes objetivos particulares:  

1) Definir la especie a la que pertenece la cepa UYPR2.512 y describir las principales 

características de su genoma.    

2) Identificar los cambios a nivel de la expresión génica provocados por la luteolina 

en UYPR2.512.    

3) Evidenciar los metabolitos presentes en los exudados de Mimosa pudica en 

presencia o ausencia de la bacteria simbionte UYPR2.512. 

Con el fin de contestar los objetivos planteados se planteó la utilización de tres abordajes 

metodológicos complementarios comprendidos en las ciencias ómicas, como la 

genómica, la transcriptómica y la metabolómica, las cuales se describirán en los 

siguientes capítulos  II, III y IV. 

 

Durante la realización de esta tesis de doctorado, se realizaron 2 publicaciones:  

 

-M. Rodríguez-Esperón et al., “Genomics and transcriptomics insights into luteolin effects 

on the beta-rhizobial strain Cupriavidus necator UYPR2.512,” Environ Microbiol, vol. 24, 

Nov. 2021, doi: 10.1111/1462-2920.15845.  

 

-C. Rodríguez-Esperón et al., “Nodulation in the absence of nod genes induction: 

alternative mechanisms involved in the symbiotic interaction between Cupriavidus sp. 

UYMMa02A and Mimosa pudica,” Environmental Sustainability, vol. 6, no. 3, pp. 383–

401, Jul. 2023, doi: 10.1007/s42398-023-00286-5.  
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CAPÍTULO I 
 

Descifrando el genoma de la cepa UYPR2.512 de Cupriavidus 
sp. 
 

Objetivo general 
 
Definir la especie a la que pertenece la cepa UYPR2.512 y describir las principales 

características de su genoma. 

 

Objetivos específicos 

 
1. Definir la especie a la cual pertenece la cepa UYPR2.512.  

 

2. Identificar los genes y principales vías metabólicas en el genoma relacionados al 

género Cupriavidus y a la interacción con plantas. 

 

Resumen 
 
La cepa UYPR2.512 de Cupriavidus sp, es un β-rizobio, capaz de formar asociaciones 

simbióticas efectivas con plantas leguminosas. Fue aislada de Angico (Parapatadenia 

rígida) y se determinó que pertenece al género Cupriavidus. Estudios genómicos y 

filogenéticos demostraron su relación cercana con especies como C. necator, C. 

oxalaticus y C. taiwanensis. En el año 2015 se presentó una versión borrador de su 

genoma, reflejando una versión incompleta del mismo. Este capítulo se centró en el 

análisis in-silico del genoma de la cepa UYPR2.512. El análisis filogenómico y estimación 

de distancias nucleotídicas para definir especies (ANI), sugirió que pertenece a la 

especie necator. A su vez, con el fin de mejorar la calidad del genoma, se llevó a cabo 

una nueva secuenciación mediante tecnología de lecturas largas (PacBio). A partir del 

genoma, se infirieron algunas funciones que podrían estar expresándose en la bacteria. 

Se estudiaron particularmente los genes característicos de la especie necator, así como 
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los genes posiblemente involucrados en la interacción entre UYPR2.512 y sus 

hospederos. La cepa UYPR2.512 presentó un genoma de un tamaño de 9,6 Mb, 

compuesto por cuatro replicones cerrados. Presenta una isla simbiótica conservada de 

unos 36 Kb, ubicada en el plásmido simbiótico (pSym), la cual incluye a los genes nod, 

nif y fix. En relación a las características genómicas relacionadas al género Cupriavidus, 

UYPR2.512 presentó más de 50 genes involucrados en la exportación y a la tolerancia 

de diversos metales divalentes (Cu, Cd, Co, Ni, Zn), lo que sugiere una adaptación a 

ambientes potencialmente desafiantes. A su vez, se observaron genes involucrados en 

vías periféricas y centrales de degradación de una gran variedad de compuestos 

aromáticos, así como también en el metabolismo de PHB, reforzando su versatilidad 

metabólica. En cuanto a la interacción con sus hospederos, la cepa UYPR2.512 mostró 

la presencia de componentes de maquinaria de sistemas de secreción (del SSI al 

SSTVI), genes de quimiotaxis y movilidad bacteriana, así como genes relacionados con 

la simbiosis y la fijación biológica del nitrógeno. Estos hallazgos genómicos aportan 

valiosa información para comprender mejor los mecanismos subyacentes a la simbiosis 

de UYPR2.512 con sus hospederos y su capacidad para prosperar en diferentes 

ambientes. 

1 Genómica. Tecnologías de secuenciación y NGS 
 

Las primeras tecnologías de secuenciación, desarrolladas por Sanger y Maxam-Gilbert 

en 1977, marcaron el inicio del campo de la secuenciación de ADN [167], [168]. Su 

descubrimiento permitió estudiar el código genético de los seres vivos, inspirando a los 

investigadores a buscar tecnologías más rápidas y eficientes. Sin embargo, a partir del 

2005, una nueva era de tecnologías de secuenciación emergió con la aparición de la 

tecnología 454 de Roche [169]. Estas nuevas tecnologías ofrecían análisis masivos con 

un rendimiento mucho mayor (tamaño de lecturas en Gb, gigabyte), en menos tiempo y 

a un costo considerablemente inferior al de las primeras tecnologías de secuenciación. 

Esto abrió nuevas perspectivas para la exploración y el análisis de genomas. Estas 

técnicas se denominaron Tecnologías de secuenciación de próxima generación (NGS, 

por sus siglas en inglés Next Generation Sequence) o Tecnologías de secuenciación de 

alto rendimiento [170]. Las tecnologías NGS se dividieron en dos tipos: de primera y de 
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segunda generación, en función de su orden cronológico de aparición y se caracterizan 

por la preparación de bibliotecas amplificadas previo a la secuenciación [171].  

No obstante, las tecnologías NGS siguen mejorando y tanto el número como la 

diversidad de secuenciadores ha aumentado de manera significativa en los últimos años. 

Entre los avances recientes surgen las tecnologías de secuenciación de tercera 

generación (TGS, de sus siglas en inglés Third generation sequence) [172]. A diferencia 

de las de segunda generación, se clasificaron como Tecnología de secuenciación de una 

sola molécula [173], ya que pueden secuenciar una sola molécula sin la necesidad de 

crear bibliotecas de amplificación. Además, son capaces de generar lecturas más largas 

a costos mucho más bajos y en menos tiempo. 

Las diferentes plataformas de secuenciación basadas en distintos instrumentos, ofrecen 

diferencias en la cantidad de datos generados por corrida, la longitud promedio de las 

lecturas, el tipo de lectura (extremos pareados o PE -paired-end- o extremo simple o SE 

-simple-end-), los tipos de error más frecuentes (indel, inserción o deleción, o sustitución 

o mismatch) y el porcentaje de error [174]. A continuación, se listan las principales 

características de las diferentes plataformas; de primera generación: ABI, Sanger; de 

segunda generación: 454, Illumina, Solid e Ion Torrent; y de tercera generación: PacBio 

y Oxford Nanopore (Tabla 2). 
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Tabla 2. Resumen de plataformas de secuenciación y sus características más relevantes 

Resumen de plataformas de secuenciación y sus características más relevantes. 

Se describen las principales características de las plataformas de secuenciación de primera, segunda y 

tercera generación. NA: no disponible, SE: single-end, PE: paired-end, M: millón, Gb: Gigabytes, Tb: 
Terabytes. Tomada y adaptada de [174]. 
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Las técnicas NGS comparten la capacidad de secuenciar una gran cantidad de 

fragmentos de ADN de forma paralela en un corto lapso, con un alto rendimiento a partir 

de múltiples muestras y a un menor costo [170].  

A su vez, comparten un abordaje metodológico semejante que se puede resumir en cinco 

pasos: 1) segmentación del ADN en fragmentos, 2) marcaje del ADN por medio de 

cebadores o adaptadores que indican el punto de partida para la síntesis de ADN, 3) 

amplificación de los fragmentos de ADN marcados con adaptadores por métodos 

basados en reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 4) secuenciación y 5) 

reconstrucción de la secuencia completa por medio de secuencias de referencia y 

exportación a ficheros de almacenamiento de datos [175]. 

Algunas aplicaciones incluyen la secuenciación de genomas y la anotación de genes, la 

secuenciación de ARN (cuantificación de transcritos o RNA-seq) y amplicones de PCR 

(por ej. secuenciación masiva de genes que codifican para subunidad 16S del ARNr 

bacteriano). Son utilizadas para identificar marcadores epigenéticos, identificar 

interacción ADN-proteína, determinar estructura de cromatina (ChIP-Seq, Methyl-seq, 

DNase-seq), entre otras aplicaciones más utilizadas. Los métodos de secuenciación de 

NGS se diferencian principalmente por la forma en que se preparan las muestras de ADN 

o ARN y las opciones de análisis de datos utilizadas.  

 
A continuación, se detallan las metodologías de secuenciación Ion Torrent, Illumina y 

SMRT de PacBio, ya que fueron las utilizadas en este trabajo. 

 
1.1 Secuenciación por semiconducción mediante Ion Torrent  

Esta tecnología involucra la utilización de un chip de secuenciación, formado por 

micropocillos, los cuales contienen microesferas con grupos o clúster de ADNc 

(previamente fragmentados, purificados y amplificados), ligados a las mismas mediante 

adaptadores (Fig. 8). Los nucleótidos se van agregando de forma secuencial a los 

pocillos, en el caso de que el nucleótido sea incorporado, se libera un protón, lo cual 

provoca un cambio en el pH del pocillo, el cual es detectado como un cambio de voltaje 

en cada clúster. Este cambio es detectado por un sensor o transistor de efecto de campo 

sensible a iones (ISFET, de sus siglás en inglés Ion-Sensitive Field-Effect Transistor) 
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acoplado a un circuito integrado, ubicado en el fondo de cada micropocillo y convertido 

en una señal de voltaje que es proporcional al número de nucleótidos incorporados. 

Para la identificación del tipo de nucleótido agregado, inicialmente se adiciona solo un 

tipo de base en el pocillo y el sensor ISFET detectará o no el voltaje dependiendo de la 

complementariedad de la base. Si esta no es complementaria, se agrega otro nucleótido 

hasta que se detecte voltaje. Este tipo de secuenciación difiere de los demás tipos en 

que no se usan nucleótidos modificados químicamente, la detección no se realiza por 

métodos ópticos, sino por detección de cambios en el pH, siendo una tecnología de 

secuenciación más simple y rápida (< 3 h/corrida). Por otro lado, presenta la limitación 

de la longitud de los fragmentos de ADN a ser secuenciados, la cual alcanza una longitud 

de lectura de hasta 400 pb y con un rendimiento que puede alcanzar los 10 Gb por 

corrida. 

 

Figura 8. Esquema del proceso de secuenciación por semiconducción en Ion Torrent. 
Se indican en: (A) La tecnología de secuenciación utiliza transistores de campo sensible a iones (ISFET) 

en los micropocillos de secuenciación, donde cada microesfera, mediante la adición de adaptadores a un 

extremo, tiene fragmentos de igual tamaño unido.  La secuenciación ocurre mediante el agregado de forma 

secuencial y controlada de cada nucleótido a los micropocillos, al registrarse un cambio de voltaje (∆V), 

debido al cambio de pH (∆pH). (B) Si en un micropocillo no se adicionan nucleótidos a la cadena naciente, 

no se registra un ∆V (B), a diferencia de aquellos micropocillos donde un nucleótido es adicionado (C). 

Cuando en un micropocillo se adiciona más de un nucleótido debido a repeticiones continuas de la misma 
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base en la secuencia, el ∆V será́ proporcional al número de nucleótidos adicionados (D). Luego de haber 

registrado la presencia o ausencia del ∆V en un ciclo, se lavan las moléculas del nucleótido que no fueron 

adicionados y el ciclo puede repetirse mediante la inyección de un nucleótido diferente. Tomado y adaptado 

de [175]. 

1.2 Secuenciación por síntesis (SBS) mediante IIlumina 

Esta tecnología de secuenciación por síntesis (SBS, de sus siglas en inglés Sequencing 

by Shyntesis), desarrollada por la compañía Solexa, que actualmente pertenece a 

Illumina, utiliza una celdilla o superficie de secuenciación la cual tiene ligado, mediante 

adaptadores, fragmentos de ADNc, los cuales fueron previamente fragmentados y 

purificados (Fig. 9). La técnica utiliza clúster de ADN amplificados y nucleótidos 

modificados con fluoróforos. Cada ciclo de secuenciación identifica los nucleótidos 

incorporados en cada grupo. Después de capturar imágenes, se remueven los 

fluoróforos y se continúa el proceso de secuenciación. Esta secuenciación permite la 

obtención de salida de datos que van desde 300 kb (kilobases) hasta múltiples Tb 

(terabases) en una sola corrida, dependiendo del instrumento [176]. 

 

Figura 9. Esquema del sistema de secuenciación por síntesis utilizado por Illumina. 

Se indican en: (A) La tecnología utiliza celdillas que contienen fragmentos de ADN ligados mediante 

adaptadores, los cuales son amplificados por PCR de puente, generando grupos o clústeres. (B) La adición 

de nucleótidos fluorescentes, modificados con un terminador limita cada ciclo de síntesis a la adición de 
un solo nucleótido por fragmento a secuenciar. Luego de que el nucleótido se agregó́ a la cadena naciente, 

se capturan cuatro imágenes para identificar al nucleótido que se agregó́ en cada clúster. Una vez que se 



 
  

 
 

57 

resuelven los nucleótidos adicionados en un ciclo de secuenciación en cada clúster, el fluoróforo, así ́como 

el bloqueo del sitio 3’ se escinden químicamente y se procede a un nuevo ciclo de secuenciación. Tomado 

y adaptado de  [176]. 

1.3 Secuenciación SMRT-seq de PacBio  
 
La secuenciación en tiempo real de una sola molécula (SMRT, de sus siglas en inglés 

Single Molecule Real Time Sequencing), desarrollada por Pacific BioSciences (PacBio), 

es una tecnología de secuenciación definida como de tercera generación (TGS) [177]. 

Esto es debido a que captura la información de la secuencia durante el proceso de 

replicación de la molécula de ADN objetivo y no requiere una pausa entre los pasos de 

lectura (Fig. 10). La secuenciación ofrece lecturas más largas (entre 40 y 60.000 nt) y en 

menor tiempo que los métodos SGS, pero se ve obstaculizada por un rendimiento más 

bajo, una tasa de error más alta y un costo por nucleótido más alto. A su vez, a diferencia 

de la secuenciación por SBS (Illumina) o por Ion Torrent, no requiere la generación de 

clústeres. 

Se utiliza una plataforma de secuenciación, la cual está equipada con un dispositivo 

llamado Chip de célula única (SMRTbell, de sus siglás en inglés Single Molecule Real-

Time Cell), que contiene micro pozos donde se capturan moléculas de simple cadena de 

ADN. Este es un ADN circular monocatenario cerrado que se crea ligando adaptadores 

de horquilla a ambos extremos (de secuencia conocida) del fragmento de ADN a 

secuenciar (ADNc), con lo cual, al desnaturalizarse, dicho fragmento queda circularizado 

convirtiéndose en una molécula simple cadena. La SMRTbell es colocada en un chip 

llamado “celda SMRT” (Fig. 10), el cual difundirá en una unidad de secuenciación, 

denominada guía de ondas de modo cero (ZMW, de sus siglas del inglés Zero Mode 

Waveguides). Esta unidad de secuenciación contará con la ADN polimerasa, la cual 

reconoce los adaptadores y un conjunto de 4 nucleótidos marcados con fluoróforos en 

los extremos trifosfatos.  El fluoróforo se escinde tras la formación del enlace fosfodiéster 

durante la síntesis del DNA y se registrará la emisión de fluorescencia del nucleótido que 

se está adicionando. Los procesos de síntesis en todos los ZMW de una celda SMRT se 

registran mediante una "película" de pulsos de luz, y los pulsos correspondientes a cada 



 
  

 
 

58 

ZMW se pueden interpretar como una secuencia de bases llamada lectura continua larga 

(CLR, de sus siglas en inglés Long Continous Reading).  

 

 
Figura 10. Secuenciación de molécula única en tiempo real (SMRT). 

Se indican en : (A) La tecnología de secuenciación SMRT utiliza nucleótidos marcados con un fluoróforo 

diferente en el extremo trifosfatado, adaptadores que circularizan al fragmento de ADNc a secuenciar y 

una ADN polimerasa, (B) Un SMRTbell difunde en una unidad de secuenciación ZMW y el adaptador se 

une a la polimerasa inmovilizada en la parte inferior, (C) La secuencia se obtiene al excitar con láser a los 

fluoróforos que marcan a cada nucleótido, y debido a que la ADN polimerasa inmoviliza al nucleótido 

modificado mientras este se incorpora a la cadena naciente, el fluoróforo de este nucleótido emitirá́ 
fluorescencia durante más tiempo que los nucleótidos que difunden libremente en la solución, (D) Luego 

de la remoción de los adaptadores las sublecturas se alinean para obtener una secuencia consenso. 

Tomada y adaptada de [178]. 

1.4 Estructura de los genomas de rizobios  
 
Los genomas bacterianos se encuentran mayoritariamente constituidos por un 

cromosoma principal, que incluye la mayoría de los genes necesarios para el 

mantenimiento de las funciones celulares básicas (genes esenciales o genes 

housekeeping, del inglés).  

Además del cromosoma principal, se ha demostrado que muchas bacterias poseen otras 

moléculas de ADN con la capacidad de replicarse, denominadas replicones secundarios. 

Los replicones secundarios incluyen a los plásmidos, megaplásmidos y crómidos, los 
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cuales se clasifican de acuerdo con su tamaño y a su contenido génico. Las moléculas 

de ADN de tamaño menor a 350 Kb se denominan plásmidos, mientras que los replicones 

de tamaño mayor a 350 kb se denominan megaplásmidos, y si además contienen genes 

esenciales, se denominan cromosomas secundarios o crómidos [179].  

En general los crómidos tienen una composición de nucleótidos y un uso de codones 

muy similares al de los cromosomas con los que están asociados [180]. Tanto crómidos 

como megaplásmidos poseen sistemas de replicación y partición similares a los 

encontrados en plásmidos. Estos replicones presentan bajo número de copias y 

contienen sistemas de replicación y mantenimiento que aseguran su partición a las 

células hijas tras la división celular. Estos loci incluyen los genes repA, repB y repC, los 

cuales codifican para proteínas involucradas en la replicación y en un origen de 

replicación (oriV) [181]. A su vez, la presencia de los genes parB y parA, los cuales 

codifican para una proteína que se une a un sitio similar a un centrómero parS, y para 

una ATPasa (la cual separa y dirige las moléculas del plásmido hacia cada polo celular), 

se ha reportado [182]. Además, la presencia de sistemas de toxina-antitoxina que 

incluyen los sistemas Phd (proteína asociada a la prevención de la muerte del huésped) 

- Doc (proteína de muerte al curar) y VapC (proteína asociada a la virulencia C) - 

(antitoxina para VapC), contribuyen al mantenimiento y estabilidad de los plásmidos, y lo 

realizan mediante un mecanismo general en el cual la unión de la toxina lábil a la 

antitoxina estable, evita su pérdida o degradación [183].  

Aproximadamente un 10% de las bacterias presentan genomas multipartitos, formados 

por cromosomas y replicones secundarios, siendo esta característica particularmente 

común en miembros de las familias Rhizobiaceae y Burkholderiaceae [184]. En estas 

bacterias el tamaño de los genomas suele ser casi el doble o más del tamaño medio del 

genoma bacteriano, lo cual podría reflejar la adaptación a entornos complejos y 

altamente competitivos tales como el suelo y/o la rizosfera [179]. En dicho contexto, la 

presencia de replicones secundarios le confiere funciones accesorias, específicas o 

asociadas al nicho, como por ejemplo la presencia de genes relacionados con la 

resistencia a metales [185], la degradación de compuestos aromáticos [186], 

relacionados a la simbiosis y a la FBN [187], [188]. 
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1.4.1 Ubicación y contenido de las islas simbióticas 
 
Los genes bacterianos necesarios para establecer una relación simbiótica con 

leguminosas hospederas se conocen como genes simbióticos e incluyen tanto a los 

genes necesarios para el reconocimiento entre los simbiontes (genes nod, nol, noe) 

como aquellos implicados en la fijación biológica del nitrógeno (genes nif, fix, fdx) [189]. 

En algunos α-rizobios como S. meliloti 1021 y R. leguminosarum bv. viciae 3841, los 

genes simbióticos se encuentran en megaplásmidos, denominados “plásmidos 

simbióticos” pSymA (1,35 Mpb) y pRL10 (0,49 Mpb) respectivamente. Mientras que, en 

otros rizobios, como ser Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Azorhizobium, los genes 

simbióticos se encuentran asociados a su cromosoma, y se encuentran agrupados en 

regiones específicas denominadas “islas simbióticas”, formando parte de elementos 

conjugativos integradores (ICE, de sus siglas en inglés Integrative Conjugative Elements) 

[190].  

 

A pesar de que es común encontrar a los genes simbióticos agrupados formando estas 

“islas”, existe una variación considerable en el número y contenido génico entre los 

diversos rizobios (Fig. 11) [31]. En particular considerando los genes nod, nol y noe, esto 

se refleja en diferentes sustituyentes y modificaciones de los NFs, lo cual afecta la 

especificidad de la interacción con plantas huéspedes [106]. Con respecto a los genes 

nif, A. caulinodans tienen 15 genes, S. meliloti y R. leguminosarum bv. viciae tienen un 

conjunto restringido de 9 y 8 genes nif, respectivamente [191]. En base a estas 

diferencias, y que aún en la ausencia de alguno de esos genes, las bacterias siguen 

siendo capaces de ejercer su función como rizobio, hasta la actualidad no existiría un 

conjunto mínimo de genes que lo definan como tal. 
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Figura 11. Organización y contexto genómico de los genes nod, nol y noe de diferentes especies de 
rizobios. 

A la izquierda se muestra un árbol filogenético construido por máxima verosimilitud en base a los genes 

simbióticos y a la derecha los órdenes y agrupamientos de los genes involucrados en la simbiosis. Los 

genes nod centrales están coloreados en verde, los genes nod accesorios en naranja, los genes noe en 

amarillo y los genes nol en marrón. Tomado de [192]. 

 
1.4.2 Genes simbióticos en β-rizobios 
 
En todos los β-rizobios que se han analizado hasta la fecha, los genes simbióticos se 

encuentran agrupados en una isla simbiótica compacta y conservada (Fig. 12), ubicada 

en megaplásmidos. Particularmente, la cepa LMG19424 de C. taiwanenesis presenta un 

plásmido simbiótico de 560 kb (pRalta), que incluye una de las “islas simbióticas” más 

compactas conocidas (35 kb), compuesta por los genes nodQUSAHJICBD, 

nifAENXQWVBZHDK, y fixXCBAU [164]. De las 583 secuencias codificantes presentes 

en el plásmido pRalta, 207 son secuencias de elementos transponibles (TE, de sus siglas 

en inglés Sequences of Transposable Elements), siendo una característica que también 

se observa en muchos de los plásmidos pSym y en los ICE de los α-rizobios, lo que es 
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consistente con la movilidad de estas regiones y su herencia a través de la transferencia 

lateral o horizontal de genes [164].  

 
Figura 12. Comparación de islas simbióticas de diferentes β-rizobios. 

El tamaño de cada isla simbiótica se indica debajo de los nombres de las cepas. Los genes pertenecientes 
a los operones nod/nif/fix se indican en rojo/verde/azul respectivamente, y los genes relacionados con 

transposones se colorearon en negro. Otros colores representan genes que no pertenecen a los operones 

mencionados anteriormente. Tomado de [193]. 

Si bien en los α-rizobios están presentes los genes que conforman el operón nif, en β-

rizobios no se han encontrado homólogos a los genes fixNOQP y fixGHIS, los cuales 

codifican para un citocromo oxidasa terminal que funciona a bajas concentraciones de 

oxígeno y para fixL, el cual codifica para una proteína sensora de oxígeno, en los 

genomas de β-rizobios [194], [195], [196]. Sin embargo, en el género Cupriavidus, se 

encontró que el cromosoma de LMG de C. taiwanensis contiene un operón, ccoNOQP, 

que codifica para una oxidasa de tipo cbb3 con una alta afinidad por el oxígeno que 

podría cumplir la misma función de fixNOQP [194]. Contrariamente, no se detectó la 

presencia de ninguna oxidasa de tipo Cbb3 en los genomas de rizobios del género 

Paraburkholderia [195]. Sin embargo, el análisis del transcriptoma de nódulos de 

Phaseolus vulgaris (frijol común) infectados por Paraburkholderia phymatum STM815, 

reveló una fuerte inducción de los genes que codifican para un citocromo O ubiquinol 

oxidasa, sugiriendo que este sistema sería importante para la respiración de los rizobios 

dentro del nódulo. A su vez, el análisis transcriptómico de una mutante en cyoB (parte 

del complejo citocromo O ubiquinol oxidasa), mostró una menor expresión de la 

nitrogenasa en comparación con la cepa salvaje, apoyando la importancia de cyoB en el 

establecimiento de una simbiosis efectiva [197]. 
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search parameters were: Unrestricted taxonomy; allowable 
trypsin cleavage jumps = 1; partial modifications: oxida-
tion of methionine and alkylation of cysteine by carbami-
domethylation; peptide mass tolerance = 0.05 Da and MS/
MS tolerance = 0.45 Da. For protein identification at least 
one MS/MS spectra per protein was required (with a Mas-
cot peptide ion score p < 0.05) and a p-value p < 0.05 in the 
Mascot protein score. Proteins were classified into COGs 
functional categories and assigned to KEGG pathways 
using eggNOG-mapper (Huerta-Cepas et al. 2016) and also 
classified according to their subcellular location with the 
CELLO v.2.5 (Cheng et al. 2014). The genomic context of 
the proteins and the location of their gene sequence at the 
chromosomal level were analyzed by blast searches against 
the Cupriavidus sp. UYMMa02A genome annotated in the 
RAST server (Aziz et al. 2008).

Results

The genome of Cupriavidus sp. UYMMa02A encodes 
a highly conserved symbiotic island

The draft genome of Cupriavidus sp. UYMMa02A was 
published in 2016 (Iriarte et al. 2016). Genome comparison 
among beta-rhizobial strains revealed a high level of synteny 
and nucleotide identity in operons containing the nod, nif, 
and fix genes (Fig. 1). However, there were differences in 
non-symbiotic and transposon-related genes within the sym-
biotic islands leading to length heterogeneity among them. 

The symbiotic island of Cupriavidus sp. UYMMa02A was 
the shortest with a predicted length of 33,908 bp.

A closer inspection of the nod operon in Cupriavidus sp. 
UYMMa02A indicated that eight nod genes, involved in Nod 
factors biosynthesis and exportation, namely nodBCIJAH-
SUQ, are arranged in a single operon, while the nodD gene 
encoding a LysR-type transcriptional regulator, was located 
in the opposite orientation of nodB gene (Fig. 2). Moreover, 
a conserved NodD DNA binding motif known as nod-box 
(Schlaman et al. 1992) was identified in the intergenic region 
between nodD and nodB genes (Fig. 2). Minor differences 
in length and sequence were observed among the compared 
sequences, with the symbiotic islands of Cupriavidus sp. 
UYMMa02A and C. necator UYPR2.512, showing the high-
est sequence homology.

The UYMMa02A nod operon is not induced by pure 
flavonoids

The flavonoids luteolin and apigenin are known to induce 
the expression of nod genes in rhizobial Cupriavidus sp. 
strains (Amadou et al. 2008; Marchetti et al. 2010; Rod-
ríguez-Esperón et al. 2022). The observed syntenies lead us 
to hypothesize that the nod genes of Cupriavidus sp. UYM-
Ma02A would be regulated by the same mechanism. To 
analyze this, Cupriavidus sp. UYMMa02A was transformed 
with the pCBM01 plasmid containing a pnodB19424-lacZ 
transcriptional fusion and beta-galactosidase (B-gal) activ-
ity was compared with C. necator UYPR2.512 and C. tai-
wanensis LMG19424, both harboring the same plasmid. As 

Fig. 1  Comparison of symbiotic islands of different beta-rhizobia. 
The size of each symbiotic island is indicated below strain names. 
Genes belonging to the nod/nif/fix operons are coloured in red/green/

blue respectively, and transposons-related genes are coloured in 
black. Other colours represent genes that do not belong to the afore-
mentioned operons
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1.5 Genes relacionados con la interacción planta-microorganismo 
 
1.5.1 Quimiotaxis y movilidad del flagelo 
 
La quimiotaxis es un mecanismo mediante el cual las bacterias detecta sustancias a 

diferentes concentraciones  denominados quimioatractantes, y en respuesta ajustan su 

movimiento, dirigiéndose hacia los que les resultan favorables o alejarse de los que les 

resultan perjudiciales. Estos compuestos pueden ser moléculas liberadas por otros 

organismos (fuentes de carbono y nitrógeno), aceptores finales de electrones, iones, 

neurotransmisores, moléculas de señalización de quórum, así como hormonas vegetales 

[198]. 

En proteobacterias, la quimiotaxis se lleva a cabo a través de los quimiorreceptores 

sensores denominados proteínas de quimiotaxis aceptoras de metilo (MCP, de sus siglas 

en inglés Methyl Chemotaxis Proteins). Estos quimioreceptores están formados por un 

dominio periplásmico como ligando y un dominio de señalización que funciona como un 

sitio de unión citoplásmico y por las proteínas CheA y CheW [199]. Estas proteínas 

forman un complejo ternario en el que la unión de una señal al quimiorreceptor modula 

la actividad de CheA, lo que resulta en la fosforilación de CheY. Luego CheY-P se une 

al motor flagelar y cambia su dirección de rotación, lo que afecta el comportamiento de 

natación de la bacteria para navegar en un gradiente químico. La sensibilidad del sistema 

se ajusta mediante la acción de las enzimas CheR y CheB, esenciales para la 

quimiotaxis, y la eliminación o inactivación de estas enzimas interrumpe este proceso 

[200]. 

La quimiotaxis, la movilidad y la adherencia a diferentes superficies son mediadas por 

estructuras celulares de la bacteria, como los flagelos y los pilis (T-pilus), y en 

proteobacterias se ha reportado que los genes che, mot y fli codifican para proteínas que 

participan en estos procesos [201]. 

 
1.5.2 Sistemas de secreción 
 
Los sistemas de secreción (SS) bacterianos son complejos proteicos que se encuentran 

en la membrana celular de las bacterias y desempeñan un papel crucial en la secreción 
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de moléculas, de modo que puedan interactuar con el medio extracelular o con otras 

células. 

Hasta la fecha, se han descrito 11 familias diferentes de SS (SSTI-SSXI) en bacterias 

[202]. Los efectores a ser translocados suelen ser proteínas, enzimas, complejos 

nucleoproteicos, ADN solo o pequeñas moléculas, dependiendo del sistema. Estos 

sustratos pueden ser translocados al medio extracelular o inyectados en el citoplasma 

de una célula receptora, que puede ser eucariota o procariota. A continuación de 

describirán de forma resumida los sistemas de secreción bacterianos más estudiados 

[203] (Fig. 13). 

El SSTI es un complejo heterotrímero, ejemplificado por el sistema de hemolisina, que 

involucra tres componentes. La proteína HlyB, una proteína de múltiples dominios 

transmembrana, ubicada en la membrana interna que lleva un dominio de unión y de 

hidrólisis de ATP en su lado citosólico. La proteína de membrana externa TolC, y una 

proteína de fusión de membrana periplásmica HlyD, la cual interactúa tanto con HlyB, y 

con TolC de modo de generar un canal continuo que se extiende desde el citosol hasta 

el medio extracelular, evitando por completo el periplasma [204]. Los sustratos a ser 

transportados por este sistema no llevan péptidos señales dependientes del sistema Sec, 

sino que en su lugar tienen una señal de direccionamiento no escindible en el extremo 

c-terminal que los dirige hacia HlyB. Proteínas, enzimas, toxinas y factores de virulencia 

pueden ser transportados por este sistema [203]. 

El SSTII está codificado por 13 genes centrales que conforman la vía secretora general 

(GSP), generalmente formando el operón, gsp [205]. El sistema se puede subdividir en 

tres subcomplejos: (1) un complejo de la membrana externa, que incluye el canal secretor 

(conocido como secretina) formado por GspD y GspS; (2) un complejo de la membrana 

interna llamado plataforma de ensamblaje, que incluye GspC, GspF, GspL y GspM, 

GspN, una ATPasa hexamérica citoplasmática GspE; (3) el pseudopilus, que está 

formado por la pseudopilina principal GspG y las pseudopilinas menores GspH, GspI, 

GspJ y GspK [203]. A su vez, la prepilina peptidasa GspO, necesaria para el 

procesamiento proteolítico de las pseudopilinas GspGHIJK a una forma madura lista para 
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el ensamblaje del pseudopilus. Otras dos proteínas GspA y GspB, facilitan la correcta 

localización de GspD en la membrana externa. Estas proteínas colaboran en la 

transferencia de GspD desde la membrana interna hasta la membrana externa, 

asegurando su correcta posición y función en el complejo de la membrana externa del 

sistema [206]. 

A su vez, el SSTII incluye otras dos vías de exportación de proteínas, las cuales se 

denominan dependientes de Sec (transporta sustratos no plegados) e independientes de 

Sec o conocida como vía de translocación de arginina gemela (TAT, de sus siglas en 

inglés Twin Arginie Translocation), la cual transporta sustratos plegados a través de la 

membrana interna. La vía Sec consiste en un canal de translocación de proteínas 

formado por el contacto de dos complejos heterotriméricos SecYEG y SecDFYajC, los 

cuales estarían involucrados en la translocación de las moléculas desde el citoplasma 

hacia el periplasma. Por otro lado, el multicomplejo TatABC, está formado por la proteína 

TatA que forma el canal de transporte mientras que las proteínas TatBC actúan como un 

complejo receptor que reconoce el péptido señal de la proteína a translocar [207].  

Cabe destacar que el SSTII, a pesar de transportar moléculas efectoras hacia el espacio 

extracelular, forma parte de una superfamilia mucho más amplia de sistemas que 

comparten componentes homólogos, que incluyen el pilus de tipo IVa y IVb [208], el pilus 

de adherencia fuerte (Tad) ([209], el pilus de hemaglutinina sensible a manosa [210] y el 

pilus de competencia [211]. 

El SSTIII es una nanomáquina compleja compuesta por proteínas que forman una 

estructura conocida como inyectosoma que crea poros en la membrana del huésped. A 

través de estos poros, con la ayuda de una estructura filamentosa "tipo aguja" ubicada 

en la membrana interna, las moléculas efectoras pueden ingresar al citosol de la célula 

huésped [212]. Su principal mecanismo de secreción ha evolucionado a partir del SSTIII 

responsable del autoensamblaje de los flagelos bacterianos [213], llegando a secretar 

una diversidad mucho mayor de proteínas sustrato. Uno de los primeros sistemas más 

estudiados ha sido el de especies patógenas del género Yersinia (genes ysc) [214] a 

partir de los cuales se han encontrado homólogos en otras bacterias. Además de ser 

importantes en la virulencia en patógenos bacterianos, también son utilizados por 
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algunas cepas de rizobios en interacciones simbióticas con sus leguminosas hospederas 

[215]. 

Los SSTIV son sistemas de transporte de macromoléculas que pueden ser utilizados por 

las bacterias para enviar material genético o proteínas a células huésped. Se dividen en 

dos subfamilias principales: sistemas conjugativos y sistemas patogénicos, formados por 

varias proteínas con diferentes funciones [216]. Los sistemas están compuestos por 

proteínas nombradas de VirB1 a VirB11, que se pueden dividir en tres categorías: 

proteínas citoplasmáticas asociadas a la membrana interna con actividad ATPasa (VirB4, 

VirB11, VirD4), proteínas que forman el canal o core (VirB6, VirB8, VirB10, las más 

conservadas) y proteínas que se encuentran en la membrana externa formando la 

estructura conocida como pilus o T-pilus (VirB2, VirB3, VirB7 y VirB9) [217]. 

  

Los SSTV difieren de otros sistemas de secreción en el sentido de que se secretan a sí 

mismos o se autotransportan a través de la membrana externa, a expensas de la 

hidrólisis de ATP. Se clasifican en subtipos del Va al Ve, y comparten la presencia de 

una o dos proteínas. Las proteínas o “dominios pasajeros" son transportados 

exclusivamente a través de la membrana externa, después de la exportación 

dependiente de Sec o Tat al periplasma [218]. En los subtipos Va, Vc, Vd y Ve, el dominio 

pasajero está fusionado al dominio de la membrana. Particularmente, el subtipo Vb, 

presenta la vía de secreción de dos componentes (TPS, de sus siglas en inglés Two 

Protein Secretion), compuesta por la proteína pasajero genéricamente llamada TpsA, la 

cual está separada de su transportador TpsB [219]. En dicho contexto, se ha reportado 

que distintos sistemas TPS secretan dominios pasajeros o efectores, con actividad 

enzimática (lipasas, proteasas), adhesinas involucradas en la adhesión a superficies del 

huésped o receptores, y colonización mediante formación de biopelículas [220]. 

El SSTVI ha sido estudiado recientemente y gran parte de la información disponible se 

ha obtenido a través de análisis de homología de secuencias in sillico. Fue descubierto 

inicialmente en bacterias patógenas, como E. coli, así como en otras proteobacterias, 

incluyendo P. aeruginosa, V. cholerae y B. cenocepacia y presenta una alta similitud con 

los mecanismos de acción de los fagos [221]. El sistema está compuesto por 13 proteínas 
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estructurales centrales codificadas por los genes tss, y por genes accesorios 

denominados tags [222]. Su estructura básica consta de un complejo transmembrana 

(TssMLJ), una placa base citoplasmática (TssEFGK), un doble tubo, donde la parte 

exterior está formada por una vaina contráctil (TssBC) y la parte interior por la proteína 

Hcp (proteína corregulada con hemolisina) (TssD). Esta proteína termina en el dispositivo 

de inyección formado por la proteina VgrG y una pequeña proteína que tiene un dominio 

característico PAAR (dominio prolina-alanina-alanina-arginina), el cual facilita la 

secreción de efectores, como proteínas con actividad lipolítica (lipasas), DNasas y 

peptidoglicanasas, desde la membrana externa hacia la célula diana.[223]. Una ATPasa, 

codificada por tssH (ClpV), desarma la estructura del SSTVI para su reciclaje.  

 
Figura 13. Ilustración resumida de los principales sistemas de secreción bacterianos. 
Se indican los mecanismos utilizados por los diferentes sistemas de secreción bacterianos, las proteínas 

involucradas y su ubicación celular y moléculas efectoras a ser transportadas. Imagen obtenida de la 

anotación realizada con el servicio web KAAS y la base de datos KEGG. Tomado y adaptado de [224]. 

2 Materiales y métodos 
 
2.1 Clasificación de la cepa de UYPR2.512 de Cupriavidus sp., en base a la 

información genómica disponible 
 
Se descargaron todos los genomas del género Cupriavidus disponibles en el NCBI (al 

2018) así como algunos genomas de miembros representativos de la subfamilia beta 
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proteobacterias. En total se incluyeron 71 (Tabla suplementaria S1 del Anexo) genomas 

que comprenden 40 especies. Las secuencias codificantes de los 71 genomas fueron 

traducidas a aminoácidos usando la herramienta transeq incluida en el paquete de 

EMBOS [225]. Los genes ortólogos entre los distintos genomas fueron identificados 

aplicando un umbral mínimo de identidad del 40% usando el algoritmo OrthoMCL v1.4, 

incluida en el programa get_homologues.pl v23102017 [226]. Se seleccionaron 22 

grupos de proteínas ortólogas, las cuales se alinearon utilizando el método G-INS-i con 

el programa MAFFT v7.182 [227]. Las regiones de baja homología se eliminaron 

utilizando el programa Gblocks [228]. Para cada uno de los grupos se construyó un árbol 

filogenético empleando el método de máxima similitud (Maximum Likelihood) con el 

programa RAxML v8.2.3, usando la opción PROTGAMMAAUTO [229]. Para cada árbol 

obtenido, se estimó la significancia de los nodos mediante la realización de 1000 

bootstrap. Finalmente, el árbol de especies se obtuvo con ASTRAL-III [230]. Los 

miembros del género Cupriavidus potencialmente noduladores se identificaron por la 

presencia de los genes nod, empleando la herramienta BLASTp.  

Luego se seleccionó al menor grupo monofilético que contuviera a todas las cepas 

nodulantes dentro del género de los Cupriavidus, realizándose una nueva reconstrucción 

filogenética con la misma metodología descrita previamente, pero esta vez empleando 

1.155 grupos de ortólogos identificados entre estos genomas. 

De forma complementaria se realizó el análisis de la identidad media de nucleótidos 

(ANI, de sus siglas en inglés Average nucleotide identity) entre los genomas de 

UYPR5.512 y 18 genomas de cepas y especies más cercanas filogenéticamente (Tabla 

4). Dicho análisis se realizó empleando el script ani.rb disponible en 

enveomics.blogspot.com desarrollado por L.M. Rodríguez. Estos análisis fueron 

realizados en colaboración con el Laboratorio de Biología Computacional, del 

Departamento de Desarrollo Biotecnológico (Instituto de Higiene, Facultad de Medicina), 

por la estudiante Lucía Balastrazzi. 
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Tabla 3. Cepas del género Cupriavidus utilizadas para el análisis ANI. 

Nombre de la cepa Identificador del genoma en el 
banco de datos del NCBI 

C. necator N1T  GCA_000219215.1 

C. necator A5-1  GCA_000744095.1 

C. necator PHE3-6  GCA_001853325.1 

C. necator H16  GCA_000009285.1 

C. necator NBRC 102504  GCA_001598755.1 

C. pinatubonensis JMP134  GCA_000203875.1 

Cupriavidus sp. UYMMa02A  GCA_001725945.1 

Cupriavidus sp. amp6  GCA_000426345.1 

Cupriavidus sp. NH9  GCA_002011925.2 

Cupriavidus sp. UYPR2.512  GCA_000379565.1 

Cupriavidus sp. SK4  GCA_000611125.1 

Cupriavidus sp. GA3-3  GCA_000389805.1 

Cupriavidus sp. IDO  GCA_000812465.1 

C. taiwanenesis LMG19424  GCA_000069785.1 

C. taiwanenesis STM6018  GCA_000472465.1 

C. taiwanenesis STM6070  GCA_000372525.1 

C. necator NBRC 102504  GCA_001598755.1 

C. alkaliphilus  GCA_900094595.1 

C. nantogensis  GCA_001598055.1 

 

2.2 Obtención del ADN genómico y secuenciación del genoma de UYPR2.512  
 
La cepa UYPR2.512 de C. necator se cultivó en medio LB (Medios de cultivos y 

soluciones de Anexos) durante 18 h a 30 °C, con un agitador rotatorio a 200 rpm. Los 

cultivos se centrifugaron a 5,000 x g durante 10 min y el ADN se aisló y purificó mediante 

la utilización del kit de aislamiento y purificación comercial Genomic-tip 100/G (QIAGEN, 

Alemania), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se eligió este método 

dado que se minimiza la agitación durante la purificación, lo que permite obtener 
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fragmentos de ADN de tamaños de entre 50 y 150 Kb, lo cual es necesario para obtener 

lecturas de buena calidad al secuenciar con la tecnología SMRT.   

La calidad y pureza del ADN genómico obtenido fue verificada mediante la realización 

de geles de  agarosa 1%. El ADN genómico purificado fue secuenciado por Macrogen 

(Macrogen Inc, Corea) con la tecnología SMRT cell 8Pac V3 (Pacific Biosciences) 

(versión 2) y utilizando el kit de unión de polimerasa de ADN P6 (PacBio) y el reactivo de 

secuenciación de ADN 4.0 v2.  

 

2.2.1 Ensamblaje y anotación del genoma de UYPR2.512 de C. necator 
 
El ensamblaje del genoma se realizó mediante el software Canu [231] y la anotación se 

realizó en el servidor web RAST (Rapid Annotations Subsystems Technology) [232]. El 

análisis se complementó́ con la anotación mediante el servidor online KAAS (KEGG 

Automatic Annotation Server). Este servidor proporciona anotaciones funcionales de 

genes mediante comparaciones BLAST (búsqueda de nucleótidos) contra la base de 

datos curada Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). El resultado contiene 

asignaciones de KO (KEGG Orthology) y vías metabólicas KEGG generadas 

automáticamente [233]. A su vez, utilizando la herramienta BLASTn, BLASTx y BLASTp 

del NCBI (National Center for Biotechnology Information), se realizó una búsqueda por 

homología de secuencia, de genes y/o proteínas claves que codifican y/o intervienen 

para otras actividades de interés que no fueron anotadas por el servicio web RAST o 

KAAS.  

Para realizar la representación circular del genoma bacteriano ensamblado, se utilizó el 

software Circos [234]. La secuencia completa del genoma de la cepa UYPR2.512 de C. 

necator se encuentra disponible en el NCBI con ID de BioProyecto PRJNA720661, y 

número de acceso CP074381–CP074390.  

 

2.2.1.1 Búsqueda de genes característicos del género Cupriavidus  
 
Se buscó la presencia de los genes crtR, ciA, copZ, cutA, cutE, corC, copS, chasE2, 

cusR/cusS, cztS/silS, relacionados con la homeostasis del cobre. Así como también de 

los genes bdhA, aaS, phaABC, phaF, EH, y HBP, implicados en la síntesis y degradación 
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del PHB y los genes ben, tmoABCDEF, pob, qui, bph, cat y pca, involucrados en las 

principales rutas de degradación de diversos compuestos aromáticos [86]. 

 

2.2.1.2 Búsqueda de genes relacionados con la interacción planta-bacteria 
 
Se buscó la presencia de genes involucrados en las etapas de reconocimiento y la 

colonización radicular, como ser la adhesión bacteriana y quimiotaxis (genes che), y 

relacionados a la síntesis y movilidad flagelar (MCP, aer, flh, fli, mot, flg). A su vez, se 

buscaron genes codificantes para los sistemas de secreción: SSTI (tolC y hly), SSTII 

(gsp, sec y tat), SSTIII (ysc), SSTIV (genes pil), SSTV (Tps), SSTVI (Vgr, PAAR, clp, hcp, 

imp, lip, lcm), entre los principales. También, se buscaron los genes implicados en la 

nodulación y en la fijación biológica del nitrógeno (nod, fix, nif, noe, nol), en la síntesis y 

degradación de fitohormonas (aldh y iac) y en la síntesis, adquisición y regulación de 

sideróforos (pvs, exb y fur). La organización genómica de algunos genes de interés se 

comparó con la organización de homólogos visualizado mediante el servidor RAST, 

presentes en otras β-rizobios y en bacterias del mismo género como ser la cepa tipo 

LMG 19424 de C. taiwanensis. La anotación de los genes y los estudios de homología 

fue realizada mediante la misma metodología que en el punto anterior. 

3 Resultados 
 
3.1 Clasificación taxonómica de la cepa UYPR2.512  

 
El análisis de 71 genomas representantes de la familia Burkholderiaceae nos permitió 

identificar 22 proteínas ortólogas. En base a estos resultados, se construyó un árbol de 

especies que evidencia cuatro ramas conteniendo cepas de rizobios dentro del género 

Cupriavidus (Fig. 14). Estas ramas se encuentran a su vez en un grupo monofilético, 

separado de otro grupo de Cupriavidus que no tienen representantes rizobianos.  
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Figura 14. Árbol filogenómico del género Cupriavidus y cepas seleccionadas pertenecientes a la familia 
Burkholderiaceae. 

Árbol consenso construido en base a 22 genes ortólogos. El recuadro azul indica una rama con 

representantes de Cupriavidus noduladores y no noduladores. Se indican con un cuadrado gris las cepas 

capaces de nodular. A la derecha se indican los identificadores de acceso según el Catálogo de genomas 

ensamblados (GCA, de sus siglas en inglés Catalog of Assembled Genomes) de cada uno de los genomas 
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utilizados provenientes de la base de datos del NCBI. Los círculos de color violeta indican las ramas que 

recibieron un soporte de bootstrap igual o mayores a 0.75. 

Para mejorar la resolución de la filogenia, se seleccionaron las cepas de Cupriavidus que 

contenían los genes nod y se realizó una nueva búsqueda de ortólogos. Se obtuvieron 

en este caso un total 1.155 genes con los que construyó un nuevo árbol (Fig. 15). El 

análisis mostró que UYPR2.512 se encuentra en un clado junto con las cepas de C. 

necator, revelando por primera vez la existencia de cuatro clados dentro de los 

Cupriavidus que contienen rizobios.  

 
Figura 15. Relaciones filogenómicas entre cepas y especies de Cupriavidus que contienen rizobios. 

Árbol construido en base a secuencias proteicas de 1,155 genes ortólogos. Los recuadros grises indican 
los 4 clados que incluyen especies nodulantes y los cuadrados de color gris indican a las cepas capaces 

de establecer relaciones simbióticas. Los círculos de color violeta indican las ramas que recibieron un 

soporte de bootstrap igual o mayores a 0.75.  

De forma complementaria al análisis filogenómico, se realizó el análisis de la identidad 

media de nucleótidos (ANI) entre los distintos genomas (Tabla 4). Tomando en cuenta 

que un valor de ANI mayor entre 95-96% indicaría que dos cepas pertenecen a la misma 

especie [235], la cepa UYPR2.512 mostró un valor de 96,26% con la cepa tipo de C. 

necator, por lo cual se sigiere que pertenece a la especie Cupriavidus necator (Figura 

15). A su vez, los resultados mediante ANI, sugieren que UYPR2.512 es la cepa más 

divergente dentro de las necator, ya que el resto presentan valores más cercanos y de 
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Para mejorar la resolución de la filogenia, se seleccionaron las cepas de Cupriavidus que 

contenían los genes nod y se realizó una nueva búsqueda de ortólogos. Se obtuvieron 

en este caso un total 1.155 genes con los que construyó un nuevo árbol (Fig. 15). El 

análisis mostró que UYPR2.512 se encuentra en un clado junto con las cepas de C. 

necator, revelando por primera vez la existencia de cuatro clados dentro de los 

Cupriavidus que contienen rizobios.  

 
Figura 15. Relaciones filogenómicas entre cepas y especies de Cupriavidus que contienen rizobios. 

Árbol construido en base a secuencias proteicas de 1.155 genes ortólogos. Los recuadros negros indican 

cada uno de los 4 clados, os cuadrados de color gris indican a las cepas capaces de establecer relaciones 

simbióticas y en color negro las cepas de la misma especie a partir del análisis ANI. Los círculos de color 

violeta indican las ramas que recibieron un soporte de bootstrap igual o mayores a 0.75.  

De forma complementaria al análisis filogenómico, se realizó el análisis de la identidad 

media de nucleótidos (ANI) entre los distintos genomas (Tabla 4). Tomando en cuenta 

que un valor de ANI mayor entre 95-96% indicaría que dos cepas pertenecen a la misma 

especie [236], la cepa UYPR2.512 mostró un valor de 96,26% con la cepa tipo de C. 

necator, por lo cual se considera perteneciente a la especie necator (Figura 15). A su 

vez, los resultados mediante ANI, sugieren que UYPR2.512 es la cepa más divergente 

dentro de las necator, ya que el resto presentan valores más cercanos y de hecho se 

confirma al ser las más basal, según el estudio filogenómico (Fig. 15). Con respecto a 

las otras especies, por ejemplo en el caso de la cepa 6070 de C. taiwanensis, mostró un 
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hecho se confirma al ser la más basal, según el estudio filogenómico (Fig. 15). Con 

respecto a las otras especies, por ejemplo en el caso de la cepa 6070 de C. taiwanensis, 

mostró un valor ANI semejante a otras dos cepas no pertenecientes a las taiwanensis 

(C. alkaliphilus y C. oxalaticus), en comparación a las cepas taiwanensis dentro del 

mismo clado. Lo cual sugirió, que la cepa 6070 de C. taiwanensis, estaría mal anotada. 

 
Tabla 4. ANI entre los genomas de distintas cepas del género Cupriavidus. 

Los valores de ANI en color negro indican valores de similitud menores al 94%, en color naranja de entre 

94 y el 95%, mientras que los valores en color rojo indican similitudes mayores al 95%.  

 
 
3.2 Descripción del nuevo genoma  
 
Mediante la re-secuenciación del genoma de UYPR2.512 (versión 2) utilizando la 

tecnología PacBio, se obtuvieron 18.759 lecturas, totalizando 9.605.692 pb 

secuenciados, lo que representa una cobertura del genoma completo 37,5 veces (37.5X). 

El ensamblado del genoma generó 10 contigs (tig00000001, tig00003541, tig00000004, 

tig00000105, tig00000006, tig00000107, tig0000103, tig0000106, tig000000104 y 

tig000003540), con un tamaño total del genoma de 9,6 Mb. De los 10 contigs obtenidos, 
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cuatro correspondieron a moléculas cerradas (tig00000001, tig00003541, tig00000004 y 

tig00000107), 3 tienen tamaños semejantes a megaplásmidos, pero no lograron cerrarse 

(tig00000105, tig00000006, tig0000103) y los otros 3 estaban formados por una única 

lectura o secuencias con muy baja cobertura (tig000000104, tig00000106, tig00003540) 

(Tabla 4).  

En función de su tamaño y siguiendo la clasificación propuesta en la bibliografía [179], 

[180], [192] el genoma de UYPR2.512 estaría compuestos por un replicón principal 

tig00000001 (con un tamaño de 4,1 Mb, clasificado como cromosoma o chr1), y por un 

segundo replicón tig00003541 (con un tamaño de 2,8 Mb, clasificado como cromosoma 

2 o chr2). Se decidió llamar cromosoma 2 a este contig debido a que codifica para genes 

de mantenimiento conservados como ser vapB, vapC, doc y phd, y varios ARNr y ARNt 

(Tabla 4). Los restantes contigs se nombraron de acuerdo a la nomenclatura utilizada 

para designar plásmidos de rizobios [236] partiendo de pCne512a a pCne512e, de 

acuerdo al tamaño de menor a mayor, o nombrados como no asignados (NA, de sus 

siglás en inglés Non-Assigned) si estaban compuestos por secuencias repetidas o por 

una sola lectura. El replicón denominado pCne512e (tig00000004), con un tamaño de 

771 Kb se definió como el plásmido simbiótico (pSym), ya que contenía los genes nod, 

nif y fix, mientras que el replicón pCne512b (tig00000107) de 388 Kb sería el segundo 

plásmido cerrado. Los tres contigs restantes fueron nombrados como pCne512d, de 516 

Kb, pCne512c, de 487 Kb y pCne512a de 381 Kb.  

La anotación del genoma mediante el servidor web RAST [232] identificó 9.808 

secuencias codificantes (CDS), de los cuales 69 corresponden a ARN de transferencia 

(58 en el chr1, 10 en el chr2 y uno en el pCne512e) y 15 a distintas subunidades de ARN 

ribosomal (cinco juegos completos de subunidades 5S, 16S y 23S, tres en el chr1 y dos 

en el chr2). En dicho contexto, más del 70% de los CDS se distribuyeron entre chr1 y 

chr2 (Tabla 6). El contenido de GC del genoma se estimó en 64,59%, valor similar al 

descrito en la primera versión del genoma (65.25%) [163] y dentro del rango informado 

para miembros de la familia Burkholderiaceae [237]. El contenido GC del chr1 y chr2, se 

estimaron en 66,0% y en 66,1% respectivamente, siendo mayor al contenido GC 
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estimado en los plásmidos, como también se ha observado en otras especies del género 

Cupriavidus [164].  
Tabla 5. Características generales del genoma ensamblado de UYPR2.512 

Se indican el nombre asignado a cada contig, la longitud de la secuencia (pb), el número de lecturas, el 

total de secuencias codificantes (CDS) y el contenido GC (%). En negrita se indican las moléculas 

circulares. 

Contig Nombre Longitud 
(pb) Lecturas Número 

de CDC  (% CDS) % GC 
tig00000001 
 

Chr1 
 4.137956 7.261 4.246 43,3% 66,0 

tig00003541 
 

Chr2 
 2.841.770 6.541 2.858 29,1% 66,1% 

tig00000004 
 

pCne512e 
(pSym) 770.893 1.767 863 8,8% 59,4% 

tig00000105 
 

pCne512d 
 516.130 815 471 4,8% 60,5% 

tig00000006 
 

pCne512c 
 486.770 859 508 5,2% 61,9% 

tig00000107 
 

pCne512b 
 387.719 795 422 4,3% 60,7% 

tig00000103 
 

pCne512a 
 3.809.33 674 353 3,6% 62,0% 

tig00000106 
 NA 32.064 33 21 0,2% 64,2% 

tig00000104 
 NA 24.173 13 19 0,2% 64,1% 

tig00003540 
 NA 27.284 1 47 0,5% 56,5% 

Total  9.605.692 18.759 9.808  64,6% 

 

En la figura 16, se muestra una representación circular de chr1, chr2, pCne512e (pSym) 

y pCne512b y en la figura 17 se representan todos los contigs en una única molécula 

circular. 
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Figura 16. Representación circular de los 4 replicones cerrados del genoma de UYPR2.512. 

De afuera hacia adentro: escala de tamaño en Mb, contigs ensamblados, secuencias de codificación 

anotadas en orientación sentido y antisentido, y sesgo de GC para el cromosoma 1 (chr1), el cromosoma 

2 (chr2) y los dos plásmidos cerrados pCne512e (pSym) y pCne512b. 
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Figura 17. Representación circular de los contigs ensamblados. 
De afuera hacia dentro se indican los nombres de los contigs ensamblados, las secuencias codificantes 

anotadas en orientación sentido y anti-sentido, y el sesgo de bases GC.  

3.2.1 Mejoras de la secuencia del genoma respecto a la versión anterior. 
 
La nueva versión del genoma reduce el número de contigs de 369 a 10 y agrega 

alrededor de 2 Mb de secuencia, la cual codifica para 2.146 genes que no habían sido 

descritos en la versión anterior (versión 1), llevando el tamaño del genoma de 

UYPR2.512 a 9,6 Mb (Tabla 6). Entre ellos, se describieron siete nuevos ARNt: Arg-ACG, 

Ala-TGC, Ile-GAT, Thr-GGT, Gly-TCC, Tyr-GTA y Arg-CCG. La mayoría de los nuevos 

genes descritos se ubicaron en los plásmidos, lo que llevó a un aumento en su número 

de genes al 37,2 % en el pCne512b, y al 74,7 % en el pCne512d. Además, en esta nueva 

versión del genoma, se consiguió anotar la secuencia completa de todas las subunidades 

de ARNr de UYPR2.512.  
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Tabla 6. Características principales del nuevo genoma y valores comparativos con la versión anterior. 

Se indica los valores de longitud (pb) y número de genes para cada replicón, asignados a cada contig. 

En negrita se indican los replicones en los cuales se observó un mayor aumento en el número de genes.    

Contig 
versión_2 del genoma Cobertura de la versión_1 Aumento en la versión_2 

Nombre Longitud #genes Longitud Genes Longitud Genes 
tig00000001 Chr1 4.137.956 4.447 3.915.61 94,6% 4.102 92,2% 222.345 5,4% 345 7,8% 
tig00003541 Chr2 2.841.770 2.906 2.743.21 96,5% 2.762 95,0% 98.552 3,5% 144 5,0% 
tig00000004 pCne512e 

(pSym) 
770.893 866 416.905 54,1& 430 49,7% 353.988 45,9% 436 50,3% 

tig00000105 pCne512d 516.130 471 134.480 26,1% 119 25,3% 381.650 73,9% 352 74,7% 
tig00000006 pCne512c 486.770 508 144.086 29,6% 138 27,2% 342.684 70,4% 370 72,8% 
tig00000107 pCne512b 387.719 422 227.239 58,6% 265 62,8% 160.480 41,4% 157 37,2% 
tig00000103 pCne512a 380.993 353 88.212 23,2% 98 27,8% 292.781 76,8% 255 72,2% 
tig00000106 NA 32.064 21 - 0% - 0% 32.064 100% 21 100% 
tig00000104 NA 24.173 19 - 0% - 0% 24.173 100% 19 100% 
tig00003540 NA 27.824 47 - 0% - 0% 27.824 100% 47 100% 

 

3.3  Anotación funcional del genoma de UYPR2.512  
 
3.4 Genes involucrados en funciones de replicación y mantenimiento de los 

replicones  
 

Con el fin de establecer si las moléculas capaces de replicarse eran efectivamente 

replicones se buscaron los genes implicados en el mantenimiento y la replicación de 

plásmidos. Mediante el servicio web RAST, se identificaron homólogos a los genes repB, 

parA y parB, los cuales están involucrados en la replicación y partición de plásmidos 

[238] (Tabla 7). La presencia de los genes parA (ID = 6430), parB (ID = 6429) y repB (ID 

= 6431) en el contig tig00000105, los genes parA (ID = 5374), parB (ID = 5373) y repB 

(ID = 5375) en el contig tig00000006 y los genes parA (ID = 5618) y repB (ID = 6519 al 

5620) en el contig tig00000103, sugiere que estos replicones son plásmidos y por lo 

tanto, se denominaron pCne512d, pCne512c y pCne512a, respectivamente. Además, se 

identificaron los sistemas toxina-antitoxina Phd/Doc (proteína asociada a la prevención 

de la muerte del huésped) y VapC/VapB (proteína C asociada a la virulencia) 

involucrados en el mantenimiento de plásmidos [239] en los replicones pCne512e, 

pCne512b y pCne512d. A su vez, la presencia de homólogos al gen trhI (que codifica 

para una ADN helicasa/relaxasa) y el gen traD (que codifica para una proteína de 
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acoplamiento tipo IV) en los replicones pCne512e y pCne512b, sugeriría que estos dos 

plásmidos son movilizables, mientras que la presencia adicional de genes que codifican 

un SSTIV en pCne512b sugiere que se trata de un plásmido conjugativo [240]. 

 
Tabla 7. Presencia de genes relacionados a la replicación, conjugación y mantenimiento en el crómido y 

plásmidos en UYPR2.512. 

Replicón Genes relacionados con la 
partición y la replicación 

(ID) 

Genes relacionados 
con la conjugación (ID) 

Sistemas de 
mantenimiento y 
estabilización (ID) 

Chr2 
parA (8266) 
parB (8267) 
repB (8264) 

Flp (8438) 
rcpA (8441) 
tadA (8443) 
tadB (8444) 

vapB (9112) 
vapC (9113) 
doc (8115) 
phd (8116) 

pCne512e 
(pSym) 

parA (4577) 
parB (4578) 
repB (4576) 

traD (4568) 
trhl (4574) 

doc (5063) 
phd (5062) 

pCne512b 
 

parA (6741) 
parB (6742) 
repB (6740) 

traD (6745) 
trhl (6649) 
trbB (6748) 
trbE (6751) 

doc (6508) 
phd (6509) 

pCne512d 
 

parA (6430) 
parB (6429) 
repB (6431) 

ND 
vapB (6249) 
vapC (6250) 
doc (6099) 
phd (6098) 

pCne512c 
 

parA (5374) 
parB (5373) 
repB (5375) 

ND ND 

pCne512a 
 

parA (5618) 
repB (5619-5620) ND ND 

 
 
3.4.1 Características genómicas de la cepa UYPR2.512 relacionadas a la especie 

necator 
 
3.4.1.1 Sistemas involucrados en la tolerancia a metales 
 
En el genoma de UYPR2.512 se identificaron varios genes que codifican para posibles 

proteínas pertenecientes a las superfamilias que incluyeron: (1) familias de facilitadores 

de difusión de cationes (CDF), (2) bombas de eflujo impulsadas por proteínas de la 

superfamilia de resistencia, nodulación y división celular (RND), (3) transportador de 

iones cromato (CHR) y (4) ATPasas del tipo P (Tabla 8).  

Formando parte de los sistemas de transporte CDF, se identificó el gen czcD (ID = 4107, 

4843, 507) con cuatro copias, ubicadas en el chr1, el cual codifca para una proteína de 

membrana interna, la cual está involucrada en el transporte activo de cobalto, zinc y 
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cadmio (Co/Zn/Cd), hacia el periplasma. A su vez, czcD actúa como represor del sistema 

CZC, el cual incluye el operón czcABC. El sistema completo CZC está formado por CzcA 

ubicada en la membrana interna, la proteína de anclaje periplásmico CzcB y la proteína 

de membrana externa CzcC [185]. A sí mismo, se observaron varias copias adicionales 

del operón czcABC, cuatro copias czcA (ID = 4854 y 4855, 7542, 8123, 8787), cinco 

copias de czcB (ID = 4856, 1685, 7543, 8124, 8788) y cinco copias de czcB (ID = 4853, 

7544, 8125, 8789), ubicadas en los cromosomas. Sin embargo, en este caso las 

proteínas codificadas por dicho operón formaban parte de un sistema de transporte RND, 

también involucrado en la resistencia a Co/Zn/Cd. La utilización de estos sistemas de 

resistencia a metales y su ubicación genómica, ha sido observada en otras cepas de 

Cupriavidus, como ser CH34 de C. metallidurans [241]. 

Como integrantes de los sistemas CHR se identificaron los genes chrBACF (ID = 9271 

al 9274) formando parte de un posible operón, el cual codifica para posibles proteínas 

implicadas en la resistencia a compuestos con cromo, organización conservada en 

genomas del género Cupriavidus [241]. Los genes chrA, chrB, chrC, y chrF codifican para 

una bomba de eflujo, para un posible regulador transcripcional, para una superperóxido 

reductasa y para un factor de represión transcripcional (Tabla 9) [242].   

Parte de los sistemas de transporte mediante ATPasas tipo P se encontraron varios 

genes involucrados en la resistencia a Cu/Zn/Cd, plomo y mercurio, distribuídos tanto en 

el chr1 como en el chr2. Se identificaron 4 copias del gene ciA (ID = 49, 485, 493, 7220), 

los cuales codifican para proteínas involucradas a la resistencia de metales divalentes. 

Aguas abajo de la copia ciA (ID = 49), se identificó un posible regulador transcripcional 

crtR (ID = 48) de respuesta a Cu+1, y junto a este gen se identificó el gen copZ (ID = 50) 

quien codifica para una chaperona de cobre relacionada con la regulación del metal. 

Aguas arriba de otras de las copias ciA (ID = 7220) se observaron diversos genes 

posiblemente implicados en su regulación; copS y copR los cuales codifican para un 

sistema de dos componentes involucrado en la transducción de señales, en el que CopS 

(ID = 7223) es la proteína sensora y CopR codifica para un potencial factor de 

transcripción regulador de la respuesta a cobre (ID = 7224).  
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A su vez, implicados en la resistencia al cobre, se identificó un posible operón copABCD 

(ID = 7885 al 7888), en el cual CopA es una oxidasa multicobre periplasmática, que al 

formar un complejo junto con CopB ubicada en la membrana externa, constituyen el 

mínimo sistema para evitar niveles tóxicos de cobre. Por otro lado, CopD es una proteína 

de membrana que está involucrada en el transporte activo de cobre desde el periplasma 

al citoplasma de la célula y la proteína CopC que es un regulador de la homeostasis del 

metal dentro de la célula, organización que ha sido observada en el género Cupriavidus 

[185]. Aguas arriba al operón cop, se observaron los genes cusR/cusS (ID = 7889, 7890), 

que codifican para reguladores transcripcionales de dichos genes. Seguido a cusR/cusS, 

se identificó chasE2 (ID = 7891), el cual codifica para una proteína con un dominio sensor 

extracelular conservado en receptores transmembrana involucrados en vías de 

traducción de señales de dos componentes 10.1128/JB.185.1.285-294.2003. A su vez, 

anotados como genes que codifican para proteínas involucradas en la tolerancia a 

cationes divalentes, se encontraron los genes cutA (ID = 4011) y corC (ID = 780), y  cutE 

(ID = 799), que también estarían asociados a la homeostasis de cobre.   

 
Involucrados en la resistencia de metales se encontraron posibles reguladores 

hmrR/trmeR (ID = 248, 9268) de la familia merR de reguladores transcripcionales 

bacterianos en respuesta al sensado de metales [243], los cuales activan la transcripción 

de genes aguas abajo, muchos de los cuales codifican para bombas de eflujo [244]. 

También, se identificó zraR (ID = 9049, 9050), el cual interactúa con sigma 54 y regula 

la expresión de genes relacionados con la resistencia a zinc. Finalmente, el gen anotado 

con la ID = 7486, el cual codifica para un mercurio reductasa, fue el único encontrado 

implicado en la resistencia a mercurio. 
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Tabla 8. Características y ubicación genómica de genes relacionados con los principales mecanismos 

implicados en la homeostasis de metales en UYPR2.512 

Se muestras los diferentes sistemas de resistencia/expulsión de metales pesados que incluyen proteínas 

pertenecientes a las familias de facilitadores de difusión de cationes (CDF), bombas de eflujo impulsadas 
por proteínas de la superfamilia de resistencia, nodulación y división celular (RND), transportador de iones 

cromato (CHR) y ATPasas del tipo P. 

Sistema 
de 

transporte 

Genes/proteínas relacionadas 
a la homeostasis de metales 

(ID) 

Sustrato 
para 

transportar 

Función asociada Replicón 

CDF czcD (4107, 4843, 507) Co/Zn/Cd Proteína de unión a membrana, 
represor del sistema czc 

Chr1 

RND 

 
 

czcA/cusA  (4854 y   4855  
czcB/cusB (4856, 1685) 
czcC (4853) 
 
 
czcABC/cusA  
(7542 al 7544)  
 
czcABC (8123 al 8125) 
czcABC (8787 al 8789) 

Co/Zn/Cd CzcA: transportador de membrana, 
CusA: Bomba de eflujo de cationes 
CzcB: proteína de anclaje 
periplásmico de unión a metales 
CzcC: Proteína de membrana 
externa del sistema de eflujo  
 

Chr1 
 
 

 
 

Chr2 
 
 

Chr2 

Regulador czrR/cusR (ID = 7889), cusS (ID 
= 7890) 

Co/Zn/Cd czrR/cusR: Regulador de respuesta 
a metales pesados, de unión al ADN 
curS: Histidina quinasa sensora de 
metales pesados 

Chr2 
 

Chr2 

Regulador hmrR/trmeR (ID = 248, 9268) Co/Zn/Cd Regulador transcripcional, familia 
MerR 

Chr2 

Regulador zraR (ID = 9049, 9050)   Zn Proteína reguladora de respuesta 
del sistema de dos componentes 
dependiente de sigma-54 y zinc. 

Chr2 

-  no asignado (7486) Hg  Mercurio reductasa (oxidoreductasa 
dependiente de FAD y NAD(P)-
disulfuro. Familia PF00070) 

Chr2 

CHR chrBACF (9271 al 9274), chrB 
(6560) 
 
 
 

Cr ChrB: regulador transcripcional 
ChrA : proteína de membrana 
(bomba de eflujo) 
ChrC: superóxido dismutasa 
ChrF: represor transcripcional 

Chr2, 
pCne512b 

 
Chr2 
Chr2 

ATPasa de 
tipo P  

ciA (485, 49, 493)  
ciA(7220) 

Cu ATPasa transportadora de plomo, 
cadmio, zinc y mercurio (EC 3.6.3.3) 
(EC 3.6.3.5) /Proteína translocadora 
de cobre (EC 3.6.3.4) 

Chr1 
Chr2 

Regulador crtR (48) Cu Regulador transcripcional sensible a 
Cu+1 

Chr1 

- copZ (50) Cu Chaperona Chr1 

- cutA (4011) met. diva.  Proteína periplásmica Chr1 
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Sistema 
de 

transporte 

Genes/proteínas relacionadas 
a la homeostasis de metales 

(ID) 

Sustrato 
para 

transportar 

Función asociada Replicón 

- cutE/CorC (799 y 800) metales 
divalentes 

cutE: Apolipoproteína N-
aciltransferasa  
corC: Proteína de eflujo de 
magnesio y cobalto 

Chr1 

- copDCBA (7885 al 7888) Cu copD: Transportador de cobre copC: 
Regulador de la proteína CopD 
copB: forma un complejo con CopA, 
implicado en la resistencia al cobre 
copA: Multicobre oxidasa 

Chr2 

- copSR (7223 y 7224) Cu Proteína sensora de cobre  Chr2 

- chasE2 (7891) metales 
divalentes 

Sistema sensor de dos 
componentes 

Chr2 

 
A pesar de la importancia biológica del hierro, puede ser tóxico si se acumula en exceso 

o si se encuentra en formas reactivas que generan especies ROS [245]. 

Varios estudios han demostrado que desempeña un papel fundamental en diferentes 

procesos biológicos. El hierro tiene un rol directo en la competencia por los rizobios 

durante la colonización radicular [246] y es un cofactor muy importante de la nitrogenasa 

[247]. Además, uno de los mecanismos utilizados por las bacterias para la captación de 

este metal es la síntesis, excreción y la posterior recaptación de sideróforos [247]. El 

genoma de la cepa UYPR2.512 presenta 10 genes relacionados con la adquisición y 

síntesis de sideróforos (Tabla 9). Entre ellos se encuentran genes pvsEDCBA (ID = 237 

al 241) implicados en la biosíntesis de un sideróforo del tipo catecol similar a la 

vibriobactina [245]. Se identificaron los genes exbB (ID = 894), tonB (ID = 9182) y exbD 

(ID = 893) que codifican para un complejo de proteínas responsable de energizar el 

transporte activo de sideróforos (y otras moléculas) a través de la membrana externa. 

También se identificó un gen (ID = 1794) que codifica para un receptor de membrana 

externa dependiente de TonB, que actúa como receptora del complejo hierro-sideróforo 

(ID = 1794). También relacionado al transporte de este metal, se identificaron tres genes 

que codifican para proteínas de un sistema de transporte del tipo ABC (ID = 8365 al 

8367), ubicados en el segundo cromosoma. Corriente abajo de este sistema se identificó 

un homólogo al gen fur (ID = 8372), que codifica para el regulador transcripcional 

conservado en bacterias FUR, implicado en la homeostasis de hierro.  Además, se 
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identificó una segunda copia del gen fur (ID = 3612) en el chr1. Sin embargo, esta copia 

codificaría en realidad para un regulador del tipo PerR, miembro del a familia Fur, 

implicado en la respuesta al estrés oxidativo [248]. 

 
Tabla 9. Características y ubicación genómica de genes relacionados con la homeostasis del hierro en 

UYPR2.512. 

Anotación Rast/Manual Genes/proteínas (ID) 
 

Función asociada 
 

Replicón 

 
Adquisición de hierro y 
metabolismo. Síntesis de 
vibrioferrina 

 
pvsEDCBA (237 al 241) 

 
PvsE: Vibrioferrina descarboxilasa 
PvsD: Proteína formadora de 
enlace vibrioferrina-amida 
/Sideróforo sintetasa 
PvsC: Transporte a través de la 
membrana de la Vibrioferrina 
PvsB: Proteína formadora de 
enlace vibrioferrina-amida 
PvsA: Vibrioferrina 
ligasa/carboxilasa 

 
Chr1 

 
Sistemas de transporte Ton/Tol 

 
exbB (894) 

 
Proteína transportadora/sistema 
de transporte de sideróforos 
férricos 

 
Chr1 

 
Sistemas de transporte Ton/Tol 

 
 sin nombre asignado 

(9182) 

 
Receptor de sideróforo 
dependiente de TonB 

 
Chr1 

 
Estrés oxidativo 

 
fur (3612) 

 
Regulador transcripcional 

 
Chr1 

Adquisición de hierro y 
metabolismo 

fur (8372) Proteína reguladora de la 
adquisición del ión férrico 

Chr2 

 
 
3.4.1.2 Degradación de compuestos aromáticos  

 
Se identificaron genes implicados en las vías periféricas y centrales de degradación de 

compuestos aromáticos, en particular aquellos implicados en las vías del catabolismo del 

catecol (genes cat) y del protocatecuato (genes pca) (Tabla 10 y Fig. 18). 

Los genes benABCD (ID = 2269 al 2272), codifican para el complejo enzimático formado 

por la benceno 1,2-dioxigenasa y la 1,2-dihidroxiciclohexa-3,5-dieno-1-carboxilato 

deshidrogenasa, involucrado en la degradación aerobia de benzoato, cuyo producto es 

dirigido hacia la vía del catecol. A su vez, se identificaron los genes badIHR (ID = 7392 

al 7394), involucrados en la degradación anaerobia de benzoato. También se 
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identificaron los genes benK (ID = 2029) y benE2 (ID = 3104) posiblemente implicados 

en el transporte del benzoato.  

Por otro lado, se identificaron genes involucrados en la degradación del tolueno, 

incluyendo los genes tmoABCDEF (ID = 4298 al 4303) que codifican para el complejo 

enzimático tolueno monooxigenasa (EC:1.14.13.2361.14.13.-), codificado en el 

pCne512e (pSym). Una segunda copia de los genes tmoD, tmoE y tmoF (ID = 6012 al 

6015) se identificó en el pCne512. 

 

También, se observaron genes involucrados en el transporte y degradación de 

hidroxibenzoato (ID = 2170, 7993, 8535, 9241 y ID = 7986), respectivamente. El gen 

pobA codifica para la enzima p-hidroxibenzoato 3-monooxigenasa (EC:1.14.13.2), que 

cataliza la conversión del 4-hidroxibenzoato en protocatecuato (3,4 hidroxibenzoato).  

A su vez, se encontró un grupo de genes, bphHJ2D (ID = 8857, 8858, 8859) y bphC (ID 

= 8892), los cuales codifican para enzimas involucradas en la degradación de bifenilo, 

para ser convertido en catecol.  

 
Tabla 10. Características, función y ubicación genómica de genes relacionados con la degradación de 

compuestos aromáticos en UYPR2.512. 

Compuesto 
(Anotación Rast) 

Genes/proteínas (ID) Función asociada Replicón 

Tolueno 
 
 

tmoABCDEF (4298 al 4303)  Tolueno-4-monooxigenasa, subunidadades 
TmoA, TmoB, TmoC, TmoD, TmoE, TmoF 

pCne512e 
(pSym) 

tmoDEF (6012 al 6015) Tolueno-4-monooxigenasa, subunidadades 
TmoD, TmoE, TmoF 

pCne512d 

 
Quinato 

 

 
quiB (3643, y 7562) 

 
3-deshidroquinato deshidratasa II (EC 
4.2.1.10) 
 
 

 
Chr1 

 
Benzoato 

 
 
 
 

benK (2029) 
benK (7451, 7452, 7611, 

9060) 

Transportadior de benzoato de la familia de 
transportadores tipoMFS 

Chr1 
Chr2 

benDCBA (2269 al 2272) benD:1,2-dihidroxiciclohexa-3,5-dieno-1-
carboxilato deshidrogenasa (EC 1.3.1.25) 
benC: Benzoato 1,2-dioxigenasa, 
componente de ferredoxina reductasa 
benB:Subunidad β de benzoato 1,2-
dioxigenasa (EC1.14.12.10) 
benA: Subunidad α de benzoato 1,2-
dioxigenasa (EC 1.14.12.10) 

Chr1 

benE2 (3104) Transportador de benzoato Chr1 
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Compuesto 
(Anotación Rast) 

Genes/proteínas (ID) Función asociada Replicón 

ohbAB (1973 al 1974) 
ohbAB (4551 y 4550) 

O-halobenzoato 1,2-dioxigenasa α -ISP 
proteína 

Chr1 
pCne512e 

(pSym) 

Benzoato 
(Degradación 
anaerobica) 

badI (7392 al 7394) badI :2-cetociclohexanocarboxil-CoA 
hidrolasa (EC:3.1.2.-) 
badH: 2-hidroxiciclohexanocarboxil-CoA 
dehidrogenasa (EC:1.1.1.-) 
badR:Regulador transcripcional, familia 
MarR 

Chr2 

p-hidroxibenzoato 
 

HT (2170) 
HT (7993 ,8535, 9241) 

Transportador de 4-hidroxibenzoato Chr1 
Chr2 

pobA (7986) 
 

p-hydroxybenzoato 3-monooxygenasa 
(EC:1.14.13.2)  

Chr2 

Bifenilo 
 

bphHJ2 (8857 y 8858),  
bphH (9248, 9540) 

bphJ2 ( 8805) 
 

bphD (8859,8759, 8804) 
 

bphD (8861) 
 

bphH:2-ceto-4-pentenoato hidratasa (EC 
4.2.1.80) 
bphJ2: Acetaldehído deshidrogenasa, 
acetilante (EC 1.2.1.10) 
bphD:4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa (EC 
4.1.3.39)  
2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato 
hidrolasa (EC 3.7.1.-) 
 

Chr2 

bphC (8892) 
 

2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa (EC 
1.13.11.39) 

Chr2 

Rama del Catecol catA (2273) 
catBCD (2276 al 2278 

catA: Catecol 1,2-dioxigenasa (EC 
1.13.11.1) 
catB:Muconato cicloisomerasa EC 5.5.1.1) 
catC:Muconolactona isomerasa (EC 
5.3.3.4) 
catD: β-cetoadipato enol-lactona hidrolasa 
(EC 3.1.1.24) 

Chr1 

- pcaQ (8224) Pca: Proteína regulatoria del regulón pcaR. 
Rama del protocatecuato  

Chr2 

Rama del 
protocatecuato  

 
 

Rama del 
catecol/rama del 
protocatecuato 

 

pcaHGB (7989 al 7991)  
 
 
 

pcaCD (7988) 

pcaH: Protocatecuato 3,4-dioxigenasa 
cadena β (EC 1.13.11.3) 
pcaG: Protocatecuato 3,4-dioxigenasa 
cadena alfa (EC 1.13.11.3) 
pcaB: 3-carboxil-cis-cis muconato 
cicloisomerasa (EC 5.5.1.2) 
 
pcaCD: β -cetoadipato enol-lactona 
hidrolasa (EC 3.1.1.24) /  
4-carboximuconolactona descarboxilasa 
(EC 4.1.1.44) 

Chr2 

- pobR (7987) Posible Regulador transcripcional PobR Chr2 

Rama del 
catecol/rama del 

protocatecuato (Vía 
del cetoadipato) 

pcaIJ (8453, 8454) pcaI: 3-oxoadipato CoA-transferasa 
subunidad A (EC2.8.3.6) 
pcaJ: 3-oxoadipato CoA-transferasa 
subunidad B (EC2.8.3.6) 

Chr2 
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A su vez, se identificaron dos copias del gen quiB (ID = 3643, 7562), que codifica para la 

3-deshidroquinato deshidratasa II (EC 4.2.1.10), involucrada en la conversión de quinato, 

un compuesto vegetal abundante, en precursores del catabolismo del protocatecuato 

[89]. 

 

Con respecto a las vías del metabolismo central se identificaron los genes catABCD (ID 

= 2273, 2276, 2777, 2278) que codifican para las reacciones involucradas desde la rotura 

del anillo del catecol, hasta la formación de β-cetoadipato enol-lactona (Tabla 10). Junto 

a estos genes se identificó el gen catR (ID = 2275) que codifica para un regulador 

transcripcional de la familia LysR, un arreglo que se ha observado en otras bacterias del 

género Cupriavidus [249]. A su vez, se observaron los genes pcaCD (ID= 7988), pcaHGB 

(ID= 7989 al 7991), pcaIJF (ID = 8453 al 8455), involucrados en la conversión de 

protocatecuato a β-cetoadipato. A su vez, se observó el gen pcaQ (ID = 8224), el cual 

codifica para un regulador transcripcional de la familia LysR que podría estar regulando 

a los genes pcaCD, pcaHGB y pcaIJF.   
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Figura 18. Ilustración de las vías periféricas y centrales de degradación de compuestos aromáticos en 
UYPR2.512. 

Se muestran los compuestos de degradación, los genes implicados, y moléculas precursoras involucradas 

en la vía de síntesis del catecol y del protocatecuato, que convergen en la vía del β-cetoadipato, así como 

también otros precursores que tendrán como destino el ciclo de TCA.  

JMP134 (1.2 9 107 ± 2 9 106) (Fig. 4a). Based on

the corresponding values for non-rhizosphere coloni-
zation (1.7 9 104 ± 3 9 103 and 1.5 9 104 ±

5 9 103, respectively, Fig. 4b), a significant decrease

in the rhizosphere effect is observed for this mutant
strain. Essentially the same behaviour was observed for

these mutants in A. caven gnotobiotic cultures (Figure

S2, supplementary material).

Discussion

The results of this work show a stable association,

even if unilateral, between C. pinatubonensis JMP134
and the two plant species used in this study. Although

no putative functions presumed to be involved in

interaction with plants are found in its genomic
sequence (Lykidis et al. 2010), C. pinatubonensis
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cultivation. Values are means from three replicates, and are
representative for three different experiments. The standard
deviations were less than 5%
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) (Fig. 4a). Based on

the corresponding values for non-rhizosphere coloni-

zation (1.7 9 104
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5 9 103
, respectively, Fig. 4b), a significant decrease

in the rhizosphere effect is observed for this mutant

strain. Essentially the same behaviour was observed for

these mutants in A. caven gnotobiotic cultures (Figure

S2, supplementary material).
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JMP134 and its growth on plant exudates as a sole carbon

source. a General scheme of the b-ketoadipate catabolic

pathways in C. pinatubonensis JMP134. The genes encoding

the enzymes responsible for each conversion are shown. These

are separated with a slash whenever two or more genes (or

operons) display redundant or additive functions. Genes that

have undergone recombinational inactivation in the respective

mutant derivative strains of C. pinatubonensis JMP134 are

enclosed in open ovals. The triple mutant strain JMP134-BCA

has lost the pcaIJ, mmIFG and scoAB gene functions. Growth of

C. pinatubonensis JMP134 and its catabolic mutants in different

A. thaliana (b) or A. caven (c) root exudates dilutions. Liquid

minimal saline medium cultures supplemented with different

dilutions of root exudates, were inoculated with JMP134 (filled

circle), or the mutant derivative strains (dotted lines) BenA

(filled triangle), PcaH (*), PcaIJ (open triangle) and BCA (triple

mutant) (open circle). Strain JMP134 was inoculated in
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thecorrespondingvaluesfornon-rhizospherecoloni-
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strain.Essentiallythesamebehaviourwasobservedfor

thesemutantsinA.cavengnotobioticcultures(Figure

S2,supplementarymaterial).

Discussion

Theresultsofthisworkshowastableassociation,

evenifunilateral,betweenC.pinatubonensisJMP134
andthetwoplantspeciesusedinthisstudy.Although
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interactionwithplantsarefoundinitsgenomic
sequence(Lykidisetal.2010),C.pinatubonensis
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JMP134 (1.2 9 107 ± 2 9 106) (Fig. 4a). Based on

the corresponding values for non-rhizosphere coloni-
zation (1.7 9 104 ± 3 9 103 and 1.5 9 104 ±

5 9 103, respectively, Fig. 4b), a significant decrease

in the rhizosphere effect is observed for this mutant
strain. Essentially the same behaviour was observed for

these mutants in A. caven gnotobiotic cultures (Figure

S2, supplementary material).

Discussion

The results of this work show a stable association,

even if unilateral, between C. pinatubonensis JMP134
and the two plant species used in this study. Although

no putative functions presumed to be involved in

interaction with plants are found in its genomic
sequence (Lykidis et al. 2010), C. pinatubonensis
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3.4.1.3 Síntesis y degradación de PHB 
 
Los análisis realizados permitieron identificar los genes involucrados tanto en la ruta de 

síntesis, como en la degradación de polihidroxialcanoatos, así como en su regulación 

(Tabla 11). La presencia de los genes phaA (ID = 1658 al 1659), phaB (ID = 1652, 2604) 

y phaC (ID = 1649) sugieren la existencia de la ruta clásica de síntesis de PHB. A su vez, 

se observó la presencia de los genes phaF (ID = 2288) y phaR (ID=1653), que codifican 

para proteínas involucradas en la síntesis de los gránulos de polihidroxialcanoatos y en 

la regulación de la síntesis de PHB, respectivamente [250]. 

 

Además de estos, se identificaron 25 copias de un gen que codifica para la proteína 

multifuncional Enoyl-CoA hidratasa (EC 4.2.1.17) y 8 copias del gen bdhA el cual además 

de codificar para la Enoyl-CoA hidratasa, codifica para la 3-hydroxyacyl-CoA 

dehidrogenasa (EC 1.1.1.35). La Enoyl-CoA hidratasa cataliza la conversión de enoil-

CoA-3-hidroxibutiril-CoA en 3-hidroxibutirato-CoA, que luego se polimeriza para formar 

PHB. Cabe aclarar que estas enzimas además de estar involucradas en el metabolismo 

de PHB, catalizan el segundo paso del proceso de β-oxidación de ácidos grasos. 

En la tabla 11, se listan los genes que codifican para las enzimas involucradas 

únicamente en la síntesis de PHB. 

Se observó la presencia de varios genes involucrados en la degradación de PHB, que 

incluyeron dos copias del gen que codifica para la D-β-hidroxibutirato deshidrogenasa 

(DHBD, ID=1541, ID=5926), dos copias del gen que codifica para la hidroxibutirato-

dímero hidrolasa (HDH, ID = 2679 y 5935) y un tercer gen aaS (ID = 3303), que codifica 

para la enzima acetoacetil-CoA sintetasa. A su vez, se identificaron cuatro genes 

homólogos (ID = 4666, 5937, 3689, 7791) que codifican para posibles poli-(3-

hidroxibutirato) depolimerasa (conocidas como PHB depolimerasas) [250] involucrada en 

la degradación de PHB. Estos se encontraron en los plásmidos pCne512a y pCne512e, 

así como en los chr1 y chr2, respectivamente. 
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Tabla 11. Características y ubicación genómica de genes relacionados con el metabolismo de PHB en 

UYPR2.512. 

Anotación 
Rast/Manual 

Genes/proteínas relacionadas 
al metabolismo de PHB (ID) 

Función asociada 
 

Replicón 

Sintesis 
 
 
 
 
 
 

bdhA (1325, 1835) 
bdhA (8588,8832, 9036, 9040) 

Enoil-CoA hidratasa (EC 
4.2.1.17) 

Chr1 
Chr2 

phaA (1658, 1659)  3-cetoacil-CoA tiolasa (EC 
2.3.1.16)  

Chr1 

phaB/phbB (1652, 2604) Acetoacetil-CoA reductasa (EC 
1.1.1.36) 

Chr1 

phaC/phaS (1649) Ácido polihidroxialcanoico 
sintasa 

Chr1 

phaF (2288) Proteína asociada a gránulos de 
polihidroxialcanoato 

Chr1 

phaR (1653) Represor de la síntesis de 
polihidroxialcanoato 

Chr1 

Degradación BHBD (1541) 
BHBD (5926) 

D-β-hidroxibutirato 
deshidrogenasa (EC 1.1.1.30) 

Chr1 
pCne512a 

Sin nombre asignado (4666) 
Sin nombre asignado (5937) 

 
Sin nombre asignado (3689) 
Sin nombre asignado (7791) 

Precursor de poli(3-
hidroxibutirato) despolimerasa o 
PHB despolimerasa (EC 
3.1.1.75) 

pCne512a 
pCne512e 

(pSym) 
Chr1 
Chr2 

Metabolismo 
 
 

 

Aas (3303) Acetoacetil-CoA sintetasa (EC 
6.2.1.16) 

Chr1 

HDH (2679) 
HDH (5935) 

D (-)-3-hidroxibutirato oligómero 
hidrolasa (EC 3.1.1.22) 

Chr1 
pCne512a 

EH (1324, 1835, 2214, 2219) 
EH (8588, 8832, 8833,9043, 9158) 

Enoil-CoA hidratasa (EC 
4.2.1.17) 

Chr1 
Chr2 

HBP (3660, 3661) 
HBP (5925) 
HBP (3541) 

D-β-hidroxibutirato permeasa Chr1 
pCne512a 

Chr2 
 
3.4.2 Genes relacionados con la interacción planta-microorganismo 
 
Se buscaron genes en el genoma de UYPR2.512 relacionados con su capacidad de 

interaccionar con plantas hospederas. La búsqueda incluyó genes relacionados con la 

quimiotaxis y la movilidad flagelar, y genes que codifiquen para sistemas de secreción. 

Además, se buscaron y anotaron genes relacionados a la promoción del crecimiento 

vegetal tales como la fijación biológica del nitrógeno, la síntesis de sideróforos y la 

modulación de hormonas vegetales.   
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3.4.2.1 Quimiotaxis y movilidad del flagelo 
 

En el genoma de UYPR2.512 se encontraron todos los genes necesarios para la síntesis 

y el ensamblado del flagelo, codificados en el chr2 (Tabla 12). A su vez, se identificaron 

genes que codifican para posibles reguladores de la síntesis del flagelo, incluyendo flhDC 

(ID = 8497, 8498), fliA y fleN (ID = 8555, 8554), codificados mayoritariamente en el chr2 

y en el plásmido pCne512b, así como en los otros plásmidos. Se encontraron además 

varios genes involucrados en la quimiotaxis tales como el operón cheWRDBYZ (ID = 

8502 al 8507), genes que codifican para quimiorreceptores MCP (ID = 2718 y 8490), aer 

(ID = 8494), así como también dos copias del gen cheA, posiblemente implicados en la 

regulación de la movilidad flagelar.  
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Tabla 12. Características y ubicación genómica de genes/proteínas relacionadas con la quimiotaxis y en 

la movilidad flagelar en UYPR2.512. 
Anotación 

RAST/Manual 
Nombre gen/proteína (ID) Función asociada Replicón 

Quimiotaxis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

MCP (2718 y 8490) Aceptora de metilo/sensora/transductora  Chr1 
Chr2 

aer (8494) Flavoproteína/sensora/receptora de aerotaxis Chr2 

cheAWRDBYZ (8501 al 
8507) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

cheA (1718) 

cheA:Histidina quinasa (EC 2.7.3.-) 
cheW: regulador positivo de la proteína CheA 
cheR: metil transferasa (EC 2.1.1.80) 
cheD: quimiotaxis 
cheB: Regulador en respuesta a quimiotais, 
glutamato metilesterasa (EC 3.1.1.61) 
cheY: Regulador de quimiotaxis, transmite 
señal del quimiorreceptor a los componenentes 
del motor del flagelo 
cheZ:  fosfatasa  
 
Histidina quinasa (EC 2.7.3.-) 

Chr2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chr1 
cheV (7942) Involucrada en quimiotaxis (EC 2.7.3.-) Chr2 

Movilidad 
flagelar 

flhBA (8551 8552) 
 flhB (8066) 

Biosíntesis del flagelo Chr2 

flhDC (8497 al 8498) 
flhD(7112) 
flhC (9292) 

Activador transcripcional flagelar Chr2 

flhF (8553) Biosíntesis del flagelo Chr2 

fliCDSTEFGHIJ (8060 al 
8072) 

fliC: Flagelina 
fliD: Caperuza del filamento 
fliS: Biosíntesis del flagelo 
fliT:Biosíntesis del flagelo 
fliE: Complejo proteico cuerpo basal y gancho 
flagelar 
fliF:Componente proteico Anillo M 
fliG:Proteína de cambio de motor flagelar 
fliH:Ensamblaje del flagelo 
fliI:Asociada el cuerpo basal del flagelo (ATP 
sintasa)  
fliJ: Proteína flagelar 

Chr2 

fliR (8768) Biosíntesis del flagelo Chr2 

fliPONL (8770 al 8774) fliP: Biosíntesis flagelar 
fliO:Biosíntesis flagelar 
fliN:Proteína de cambio del motor flagelar y 
componente energético, de la familia 
fliN/mopA/spaO 
fliL:Asociada al cuerpo basal del flagelo 

Chr2 

motAB (8499 al 8500) motA:Rotación del motor del flagelo y 
generador de torque  
motB:Rotación del motor del flagelo  

Chr2 

fleN (8554) Regulador de la síntesis del flagelo Chr2 

fliA (8555) Factor sigma Chr2 

fliA (6673) Factor sigma pCne512b 
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Anotación 
RAST/Manual 

Nombre gen/proteína (ID) Función asociada Replicón 

flgD (8562) Proteína de modificación del cuerpo basal Chr2 

flgH (8566) Componente proteico Anillo M Chr2 

flaG (8061) Proteína flagelar Chr2 

 

3.4.2.2 Genes involucrados en la interacción simbiótica y fijación biológica del nitrógeno 
 
En UYPR2.512 los genes nod, nif y fix, se mostraron agrupados en una región de 

aproximadamente 36 Kb en el pCne512e (pSym) (Fig. 19 y tabla 13). 

Esta isla simbiótica incluye genes nodABCIJHSUQ (ID= 4624 al 4632) implicados en la 

síntesis y exportación de los factores Nod, relacionados con los primeros pasos de la 

interacción simbiótica a su vez, se identificó el regulador transcripcional nodD (ID = 

4633). La isla contiene también a los genes nifHDK (ID = 4660 al 4664) que codifican 

para la enzima Nitrogenasa y los fixABCX (ID = 4647 al 4650) relacionados con la fijación 

biológica del nitrógeno.  

 
Figura 19. Ilustración de la isla simbiótica de UYPR2.512. 

El operón nod se indica en color naranja, el operón nif en color verde, y parte del operón fix en color violeta, 

los cuales están incluidos en aprox. 36Kb. Realizado con el programa SNAPgene. 

Fuera de la isla simbiótica se encontraron los genes ccoPQONSI (ID = 2745 al 2751, EC 

1.9.3.1), ubicados en el chr1, los cuales codifican para cada una de las subunidades de 

la citocromo c oxidasa tipo Cbb3 (Tabla 13). 
  

nodS
nodA

nifW
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Tabla 13. Características y ubicación genómica de genes/proteínas relacionadas con la simbiosis y con la 

fijación biológica del nitrógeno en UYPR2.512. 

Anotación 
Rast/Manual 

Nombre del gen 
(ID) 

Función asociada 
 

Replicón 

Simbiosis nodD (4633) Proteína de nodulación D (regulador 
transcripcional, familia LysR) 

pCne512e (pSym) 
 

nodQAHJICB (4624 
al 4632) 

nodQ: Adenilil sulfato quinasa (EC 2.7.1.25) 
nodU:Carbamoiltransferasa 
nodS:  N-metil transferasa 
nodA:Proteína A de nodulación 
nodH: Proteína hipotética 
nodJ: proteína permeasa  
(Transportador ABC de eflujo)  
nodI:proteína de unión a ATP (Transportador 
ABC de eflujo) 
nodC: Proteína C de nodulación 
nodB:Polisacárido desacetilasa 

pCne512e (pSym) 

Fijación 
biológica del 

nitrógeno 

nifAENXQ 
 (4636 al 4640, 
4642 y 4643) 
frdN (4641) 

nifA: Regulador transcripcional 
nifE: Síntesis y ensamblaje del cofactor FeMo, de 
la enzima nitrogenasa  
nifN: Síntesis y ensamblaje del cofactor FeMo, de 
la enzima nitrogenasa  
nifX : Síntesis y ensamblaje del cofactor FeMo de 
la enzima nitrogenasa  
frdN: Transferencia de electrones (4Fe-4S 
ferredoxina,) asociada a la enzima nitrogenasa 
nifQ:Síntesis del cofactor FeMo de la enzima 
nitrogenasa 

pCne512e (pSym) 

nifWVB(4651 al 
4653) 

 

nifW: Proteína estabilizadora/protectora de la 
enzima nitrogenasa 
nifV:Homocitrato sintasa (EC 2.3.3.14) 
nifB: Síntesis y ensamblaje del cofactor FeMo, de 
la enzima nitrogenasa  

pCne512e (pSym) 

nifHDKZ (4660 al  
4665) 

 

nifH:Síntesis de la dinitrogenasa reductasa Fe 
nifD: Síntesis de la cadena α de la dinitrogenasa 
FeMo (EC 1.18.6.1) 
nifK: Síntesis de la cadena β de la dinitrogenasa 
FeMo (EC 1.18.6.1) 
nifZ: Proteína estabilizadora/protectora de la 
enzima nitrogenasa 

pCne512e (pSym) 

nifT (4655) Función desconocida pCne512e (pSym) 

fixXCBA (4647 al 
4650) 

fixX:Proteína tipo ferredoxina fixC:lavoproteína-
quinona oxidoreductasa 
fixB:Subunidad α de la Flavoproteín 
fixA: Subunidad β de la Flavoproteína 

pCne512e (pSym) 

ccoPQONSI (2645 
al 2651) 

ccoPQONSI:Citocromo c oxidasa tipo Cbb3 
 

Chr1 

 

Por otro lado, al realizar un estudio comparativo de secuencia del operón nod con un 

pariente cercano como ser la cepa LMG 19424 de C. taiwanensis, se observa una 

conservación en los genes nodQUSAJICB, precediendo al regulador nodD (Fig. 20). Sin 
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embargo, al estudiar si esta conservación se mantenía en la región intergénica entre los 

genes nodB y nodD de ambas cepas, la cual incluye las cajas nod, se observó que la 

región intergénica difieren en la longitud, como se observa en la parte inferior de la figura 

20). 
 

 

Figura 20. Estudio comparativo del operón nod entre UYPR2.512 C. necator y LMG19424 de C. 

taiwanensis. 

El panel superior muestra la sintenia del operón nod comparando ambas cepas. El panel central muestra 

una vista ampliada de la región intergénica entre nodB y nodD, comparando ambos genotipos e indicando 

la posición de la caja nod (nod-box) en cada caso. El panel inferior muestra una vista detallada del 

alineamiento entre las secuencias de las cajas nod. Los asteriscos indican las bases nucleotídicas 

conservadas. 

3.4.2.3 Sistemas de secreción 
 
En el genoma de la cepa UYPR2.512 se identificaron diversos genes que codifican para 

proteínas involucradas en los principales sistemas de secreción encontrados en 

bacterias gram-negativas, que incluyen los SSTI al SSTVI, así como los involucrados 

subsistemas (Tabla 14).  
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En el genoma de UYPR2.512 se identificaron tres genes; tolC (ID = 3321), hlyD (ID = 

3121) y hlyB (ID = 3118), localizados en chr1, los cuales codificarían para las proteínas 

necesarias para formar un SSTI completo (Fig. 21 y Tabla 14).  

 

Figura 21. Sistema de secreción del tipo I (SSTI) en UYPR2.512. 

Se representan las proteínas identificadas en UYPR2.512, HlyB, HlyD y TolC, ubicados en la membrana 

interna, en el periplasma y en la membrana externa, respectivamente. Tomado y adaptado de [224]. 

En el genoma de UYPR2.512 se encontraron genes que codifican para posibles 
proteínas que forman el núcleo del SSTII, incluidos en el operón gsp (ID = 4078, ID = 

4081 al 4088, ID = 4089 al 4091). Se identificaron múltiples copias (22) del gen gspA, el 

cual codifica para una proteína esencial para el ensamblaje de la secretina (Tabla 14 y 

Fig. 22). Se observó que la secuencia del gen gspA se encuentra en un contexto 

genómico de integrasas y regiones repetidas conservado en otras especies del género 

Cupriavidus, sugiriendo su asociación con elementos móviles.  

Involucrados en el sistema de translocación Sec, se identificaron los genes secDF (ID = 

3582, 3583), secE (ID = 4056), secG (ID = 1273), secY (ID = 4019), y los genes yajC (ID 

= 3580) e yidC (ID = 148 al 149), los cuales codifican para proteínas ubicadas a través 

de la membrana. También se encontró el gen secA (ID = 3759), que codifica para una 

proteína con actividad ATPasa citoplásmica asociada a membrana, y el gen secB (ID = 

586), que codifica para una chaperona que se une cooperativamente a la secuencia 
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señal de las proteínas secretoras para su translocación [251] (Tabla 14 y Fig. 22). A su 

vez, se identificaron los genes tatABC (ID = 3953, 3955, 3956) formando un operón 

codificado en el Chr1, los cuales conforman el sistema de translocación Tat. No se 

encontraron los genes tatE y gspO.  

 
En relación con una de las subfamilias del SSTII, la cual utiliza el pilus de adherencia 

fuerte (sistema Tad), se identificaron varios genes involucrados en el ensamblaje del 

pilus, que forma parte del sistema, incluyendo rcpA (ID = 8441, 982), tadA (ID = 1198, 

1199, 6748, 8443, 979), tadB (ID = 1200, 8444, 978), tadC (ID = 1201, 977), tadV (ID = 

986) y tadZ (ID = 980), los cuales se ubicaron mayoritariamente en el chr1 (Tabla 12). 

Una de las copias del gen tadA se ubicó en el replicón (pCne512c), lo que sugiere su 

posible rol en la maquinaria conjugativa. Proteínas como TadA y TadZ, mostraron alta 

homología con proteínas involucradas en la maquinaria utilizada por el SSTIV, como las 

proteínas VirB11 (ubicada tanto en cromosomas como en el pCne512c) y CpaF, que 

tienen actividad ATPasa y estarían involucradas en el ensamblaje del pilus tipo IV. Las 

proteínas relacionadas al pilus no se indican en la Figura 22. 

 
Figura 22. Sistema de secreción del tipo II (SSTII) en UYPR2.512. 

Se representan las proteínas que forman parte del operón que codifica para el sistema general de 

secreción de proteínas o GSP (GspC, GspD, GspE, GspFLM, GspGHIJK), que forman parte del sistema 
Tat (TatABC) y del sistema Sec (SecABC) de translocación, en UYPR2.512, así como otras proteínas 
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accesorias a estos sistemas como ser YajC, YidC, FstY y Ffh. Las proteínas que conforman el sistema 

Sec como del sistema TaT, son las encargadas de transportar las proteínas desde el citoplasma hacia el 

periplasma, luego mediante la acción del complejo secretina, serán finalmente transportadas hacia el 

espacio extracelular. Tomado y adaptado de [224]. 

En el genoma de UYPR2.512 se identificaron varios genes que formarían un operón 

posiblemente involucrado en la sintesis del SSTIII, incluyendo varias proteínas 

accesorias ubicadas en la membrana interna y codificadas por los genes yscSR (ID = 

5489, ID = 5490), yscT (ID = 5502), yscU (ID = 5494), yscJ (ID = 5497) y yscN (ID = 

5500). También se identificaron genes que codifican la proteína secretina, codificada por 

yscC (ID = 5503) y el inyectosoma o pilus, codificado por yscP (ID = 5492), que se 

encuentra en el espacio extracelular (Fig. 23 y Tabla 14). Las proteínas YscF, YscO, 

YscK, YscW, YscV, YscQ y YscL, no fueron identificadas en el genoma de UYPR2.512. 

 
Figura 23. Sistema de secreción del tipo III (SSTIII) en UYPR2.512. 

Los círculos rojos indican las proteínas identificadas en el genoma de UYPR2.512, que forman parte del 

complejo secretina YscC, del pilus YscP y de la plataforma de membrana interna YscJ, YscD, YscURTS, 

y YscN. Tomado y adaptado de [224]. 

Se identificaron varias copias del gen virB11 (ID = 979, 1198, 1199, 6748, 8443), 

ubicados en ambos cromosomas y en el replicón pCne512b, los cuales codifican para 
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ATPasas hidrolasas citoplasmáticas, que presenta homología con las proteínas 

TadA/CpaF, involucradas en la síntesis del pilus, implicados en el SSTIV [252]. A s u vez, 

virB11 forma parte del operón virB, el cual codifica para componentes estructurales, 

adaptadores y reguladores que son fundamentales para la función del sistema. Además, 

se observaron otros genes que codifican para proteínas que también forman parte del 

sistema de transferencia de material genético, que incluye los genes del operón pil, que 

incluyen pilBCD (ID = 3748 al 3750), donde pilBC codifican para las proteínas de 

ensamblaje de fimbrias, las cuales facilitan la adherencia de la bacteria a la superficie de 

otras células, y pilD codifica para la prepilina peptidasa, involucrada en la biosíntesis del 

pilus. También se identificaron los genes pilTY1EPONM (ID = 3986, ID = 3989 al 3992), 

donde pilT codifica para una ATPasa de retracción del pilus, pilY codifica para una pilina 

(forman parte del pilus), y pilEPONM junto con pilW (ID = 3285) estarían involucrados en 

la adhesión a la célula huésped (Fig. 24 y Tabla 14). 

 
Figura 24. Sistema de secreción del tipo IV (SSTIV) en UYPR2.512. 

Formando parte de la estructura del T-pilus se identificaron varias proteínas codificadas por los genes pil, 

involucradas tanto en la síntesis de fimbrias como en la T-pilus. El recuadro rojo indica la proteína virB11, 

la cual forma parte del operón vir, que codifica para proteínas involucradas en la síntesis y ensamblaje del 

T-pilus. Tomado y adaptado de [224]. 
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Se identificaron tres genes que codifican para sistemas de transportes de dos 

componentes (TPS), que incluyen tpsA2 (ID = 1889, 1890) y tpsB2 (ID = 1881), que 

forman parte de los SSTV (Tabla 14). Los genes tpsA2 y tpsB2 codifican para una 

exoproteína HecA, implicada en la adhesión de hemo y para la proteína de 

activación/secreción de hemolisina HecB, respectivamente conformando el sistema 

HecA/HecB. Este sistema presenta homología con los sistemas FhaB/FhaC y ShlA/ShlB, 

los cuales desempeñan un papel importante en la adhesión celular y formación de 

biopelículas [220].  

Se encontraron varios genes que codifican para la maquinaria proteica que conforman el 

SSTVI, incluyendo dos copias de la proteína VgrG (ID = 1902, 8175), PAAR (ID = 8173), 

HcP (TssD) (ID = 1895), dos proteínas que forman parte del tubo exterior de inyección 

(codificadas por los genes lip (ID = 1915) y lcmF (ID = 8171), así como el gen clpV (TssH) 

(ID = 1894). Además, se identificaron genes formando parte del operón imp, incluyendo 

impJCB (ID = 1899 al 1901), impAG (ID = 1911 al 1913) e impH (ID = 1914), ubicados 

en el chr1, cuya función está asociada al SSTVI, en base a homología de secuencia, 

observándose una alta conservación proteica con otras especies del género Cupriavidus, 

y en su mayoría se asocian a proteínas hipotéticas (Fig. 25 y Tabla 14). 

 
Figura 25. Sistema de secreción del tipo VI (SSTVI) en UYPR2.512. 
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El círculo rojo indica las proteínas identificadas en el genoma de UYPR2.512, que forman parte del 

dispositivo de punción de moléculas efectoras VgrG y PAAR, del doble tubo contráctil HcP (TssD), Lip, 

IcmF y de la plataforma de membrana ClpV (TssH). Tomado y adaptado de [224]. 

 
Tabla 14. Características y ubicación genómica de genes relacionados con los sistemas de secreción de 

moléculas en UYPR2.512. 

Tipo de 
sistema de 
secreción 

(RAST) 

Genes/proteínas (ID) Características/Función asociada 
 

Replicón 

SSTI tolC (3321), hlyD (3121),  
hlyB (3118) 

tolC: Proteína de secreción de membrana 
externa 
hylD:Proteína de secreción periplásmica 
hlyB:Transportador ABC/proteína de unión 
a ATP 

Chr1 

SSTII/GSP 

gspA (205, 209, 5153, 5388) 
gspA (4473, 4479, 4800, 4804, 
4899, 4946, 4952) 
gspA (5706, 5710, 5781, 5785) 
gspA (6211, 6215, 6379, 6383) 
gspA (5153, 5388, 5395, 5549) 

Proteína de unión al ATP  Chr1 
pCne512e 

(pSym) 
pCne512a 
pCne512d 
pCne512c 

gspCDEFGHIJKLMN (4078, 
4089 al 4091, 4081 al 4088) 
 

GspC; Proteína involucrada en la 
especificidad de sustrato, GspD; Función 
de extensión y retracción del pseudopilus 
GspEFLMN: complejo-plataforma de 
membrana 
GspGHIJK: pistón de las proteínas a través 
de la secretina 

Chr1 

SSTII flp (8438, 988) Pilina: ensamblaje del pilus Chr2,Chr1  

rcpC (983, 984)  Ensamblaje del pilus, RcpC/CpaB Chr1 

SSTII/SSTIV rcpA (8441, 982) Secretina: asociada con el ensamblaje de 
la proteína del pilus Flp 

Chr2, Chr1 
 

tadA (1198, 1199, 6748, 8443, 
979) 
 
tadB (1200, 8444, 978) 
 
tadC (1201, 977), tadV (986), 
tadZ (980) 

TadA: ATPasa hidrolasa 
(TadA/VirB11/CpaF) 
 
TadB:Ensamblaje del pilus Flp 
 
TadC:Asociada con el ensamblaje de la 
proteína del pilus de adherencia Flp 
TadV:Prepilina: peptidasa, TadV/CpaA 
TadZ:ATPasa TadZ/CpaE, asociada con el 
ensamblaje de la proteína del pilus Flp 

Chr1, Chr1,  
pCne512b 

 
Chr2 

 
Chr1, Chr1, 

Chr1 
 
 
 

SSTII/Sec secA (3759), secB (586) SecA: Proteína de translocación 
(translocasa) 
SecB:Proteína de exportación (mantiene el 
estado desplegado previo a la exportación) 

Chr1, Chr1 
 
 

secDFEGY (3582, 3583, 4056, 
1273, 4019) 

Proteínas de translocación 
 

Chr1 

yajC (3580) Proteínas de translocación Chr1 
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Tipo de 
sistema de 
secreción 

(RAST) 

Genes/proteínas (ID) Características/Función asociada 
 

Replicón 

yidC (148 al 149) 
 

Proteínas de translocación/chaperona Chr1 

ftsY (621) 
 

Receptor de reconocimiento de partículas 
señal  

Chr1 

ffH (3700) Proteína de reconocimiento de partícula 
señal (SRP) (EC 3.3.5.4) 

Chr1 

SSTII/Tat tatCBA (3953 al 3956) tatCB:Proteína de unión al péptido señal de 
la proteína a secretar 
TatA: Junto con TatBC, forman un canal 
para el transporte activo impulsado por un 
gradiente de protones 

Chr1 

SSTIII yscD (5440) 
yscSR (5489 al 5490) 
yscPU (5492 y 5494) 
yscJNTC (5497, 5500, 5502 y 
5503) 

yscD: Proteína de membrana interna, 
involucrada en la exportación del flagelo 
yscSR: Proteína de secreción de membrana 
interna 
yscP: Proteína de secreción en el espacio 
extracelular 
yscU:Proteína de secreción de membrana 
interna 
yscJ: Puente de secreción entre la 
membrana interna y la lipoproteína de la 
membrana externa 
yscN: ATP sintasa citoplasmática 
(EC3.6.3.1.4) 
yscT: Proteína de secreción de membrana 
interna 
yscC:Proteína de secreción de membrana 
externa formadora de poro 

pCne512c 
 

SSTIV 
 
 

virB11 (979, 1198, 1199, 6748, 
8443) 

ATP hidrolasa/ensamblaje del pilus. chr1 
pCne512c 

chr2 
pilBCD (3748 al 3750) pilB:ATPasa, asociada a la formación de 

fimbrias 
pilC:Proteína asociada al ensamblaje de 
fimbrias 
pilD:Peptidasa pre-pilus (EC 3.4.23.43) 

Chr1 

pilT (3986) Proteína de retracción Chr1 

pilPONM (3989 al 3992) pilPONM: Proteína de biogénesis del pilus 
 

Chr1 

pilWXY1E (3285 al 3287), 
pilWX (675), pilY1 (677), pilE 
(672) 

pilWXY1: Proteína de biogénesis de 
fimbrias 
pilE:Proteína de biogénesis del pilus 

Chr1 

SSTV tpsB2 (1881), tpsA2 (1889-
1890) 

TpsB2: Proteína de activación/secreción de 
hemolisina de la familia ShlB/FhaC/HecB 
 
TpsA2: Exoproteína implicada en la 
utilización o adhesión de hemo de la familia 
ShlA/HecA/FhaA 

Chr1 
 
 
 

Chr1 

SSTVI vgrG (1902 y 8175) No caracterizada Chr1, Chr2 

PAAR (8173) Facilita la secreción de efectores Chr2 
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Tipo de 
sistema de 
secreción 

(RAST) 

Genes/proteínas (ID) Características/Función asociada 
 

Replicón 

clpV y hcP (1894 al 1895) ClpV: ATPasa desarma la estructura del 
sistema 
Hcp: ubicada en la parte interior del doble 
tubo  

Chr2 

impJ/vasE (1899) No caracterizada Chr2 

impC/evpB y impB/vipA (1900 
al 1901) 

No caracterizada Chr2 

impAG/HDUF 879 (1911 al 
1914) 

No caracterizada Chr2 

liP (1915) Putativa lipoproteína Chr2 

lcmF (8171) Probable proteína de membrana YPO1482 Chr2 

 

 

3.4.2.4 Modulación de fitohormonas 
 
Mediante el análisis de los subsistemas presentes en el servidor web RAST, no se 

encontró ningún gen involucrado en la biosíntesis de AIA. 

Se buscaron los genes relacionados con la síntesis de la hormona etileno y se observó 

la presencia del gen acdS (ID = 4617, 9710), cuyas dos copias se ubicaron en el pSym 

y en el chr2, respectivamente. El gen acdS codifica para enzima ACC desaminasa, la 

cual convierte el 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), precursor inmediato del 

etileno, en amoníaco y α-cetobutirato, los cuales pueden ser utilizados como fuente de 

nutrientes por la planta [253].  

4 Discusión 
 
4.1 Asignación de especie a la cepa UYPR2.512 de Cupriavidus sp. 

 
Los primeros estudios de caracterización de la cepa UYPR2.512, proveniente de una 

colección de 42 aislamientos obtenidos de nódulos de angico (Parapiptadenia rígida), 

habían mostrado que pertenecía al género Cupriavidus [42]. Posteriormente en el año 

2015, se secuencia su genoma (versión_1). Mediante estudios filogenéticos se 

comprueba que las especies más cercanas eran de cepas tipo, pertenecientes a las 

especies C. necator, C. oxalaticus y C. taiwanensis [254] y que formaba parte de un clado 
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monofilético que incluía otras cepas de rizobios aisladas a partir de Mimosas spp. nativas 

[165] y otros rizobios pertenecientes a C. necator [43]. 

La reconstrucción filogenómica (Fig. 12) y los valores de ANI (Tabla 4) obtenidos a partir 

de este trabajo sugieren fuertemente que UYPR2.512 pertenece a la especie C. necator.  

A su vez UYPR2.512, sería la cepa más divergente dentro del clado que integra a las 

cepas de C. necator, sugiriendo diferencias en variabilidad genética y evolutiva con 

respecto a las otras cepas. Esto podría tener implicaciones significativas, como por 

ejemplo confiriéndole la capacidad para adaptarse a distintas condiciones ambientales. 

. 

4.2  Análisis genómico  
 

A partir de los resultados que confirmaron que UYPR2.512 es un representante de la 

especie necator presente en Uruguay, y en base a que solo se disponía de la versión 

borrador de su genoma, se realizó una nueva secuenciación con la tecnología de PacBio 

de forma de conocer con mas profundidad, contenido y composición de su genoma.  

Al igual que como se había observado para las cepas N-1T de C. necator y STM815 de 

P. phymatum, UYPR2.512 presentó un genoma multipartito formado en este caso por 

siete replicones, de los cuales 4 se lograron cerrar (Tabla 5).  

El hecho de que 3 contigs no se lograran cerrar planteó la interrogante de que si eran 

moléculas circulares o lineales. Los plásmidos lineales se caracterizan por tener 

secuencias palindrómicas en sus extremos y/o proteínas unidas al extremo 5 ́terminal, 

las cuales facilitan su identificación [196]. Esta característica no se observó en los tres 

contigs que no se lograron cerrar (pCne512a, pCne512c y pCne512d). Sin embargo, sí 

se observó la presencia de genes relacionados con la partición/replicación como ser 

parAB y repB, sugiriendo que estas moléculas de ADN son plásmidos circulares (Tabla 

6). Los restantes contigs (tig000000104, tig00000106 y tig00003540), estaban formados 

por un número muy bajo de lecturas y no presentaron genes relacionados con la 

replicación ni el mantenimiento de este, por lo que no fueron considerados en el resto 

del trabajo.  

 

El tamaño final del nuevo genoma de UYPR2.512 es de 9,5 Mb, siendo similar al de la 

cepa N-1T de C. necator  (8,5 Mb) [255] y STM815T de P. phymatum (8,7 Mb) [196] y 
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bastante mayor al de C. taiwanensis  LMG1940T (6,5 Mb) [164]. Los genomas grandes y 

multipartitos se encuentran en aproximadamente el 10% de los genomas bacterianos 

secuenciados [179] y especialmente entre los miembros de Rhizobiales y Burkholderiales 

[192] donde se ha demostrado que los replicones secundarios están enriquecidos en 

genes importantes para la adaptación bacteriana a nichos específicos [179]. 

Como se comentó previamente UYPR2.512, mostró en ambos cromosomas un %GC 

dentro del rango promedio observado en la familia de Burkholderiacea, mientras que los 

plásmidos presentaron un % GC considerablemente menor. Esto le brindaría a los 

cromosomas de UYPR2.512 una mayor estabilidad, ya que es menos probable la rotura 

del enlace GC, en comparación con AT. A su vez, minimiza el costo metabólico del 

mantenimiento de genes no esenciales presentes en los plásmidos permitiéndole mayor 

flexibilidad adapatativa a diferentes entornos. 

 
4.3 Características genómicas  
 
4.3.1 Tolerancia a metales pesados 
 
Se identificaron genes relacionados con la utilización, exportación y secuestro de 

metales, así como proteínas sensoras y reguladores transcripcionales de respuesta a las 

mismas. Se encontraron más de 50 proteínas involucradas en la exportación de cobre y 

a la tolerancia a diversos cationes divalentes (Tabla 8). En un trabajo previo realizado en 

nuestro Departamento, se demostró que la cepa UYPR2.512 era capaz de crecer en 

presencia de Zn+2 5mM, Cd+2 2mM, Co+2 2mM, Ni+2 2mM y Cu+2 2mM. Estas 

concentraciones son similares a las que tolera la cepa CH34 de C. metallidurans, 

conocida por su alta tolerancia a metales en el suelo [65]. La capacidad de UYPR2.512 

de crecer en presencia de altas concentraciones de metales, también es comparable a 

la de la cepa C. neocaledonicus STM 6070, simbionte de M. pudica, aislada de suelos 

ricos en metales [185]. 

La peculiaridad de UYPR2.512 de poseer genes involucrados en el sensado y transporte 

del cobre, así como de otros metales, la vuelve una excelente candidata para asistir en 

el proceso de biorremediación  o en combinación con plantas acumuladoras de metales 

pesados [65]. 
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Se observó la presencia de genes posiblemente involucrados en la capacidad para 

adquirir y sintetizar sideróforos, en particular para el transporte y el reconocimiento del 

sideróforos tipo vibriobactina (Tabla 9).  Esta capacidad, también observada en otros 

representantes del género Cupriavidus [78], le podría conferir a UYPR2.512  la habilidad 

de secuestrar sideróforos producidos por otras bacterias, favoreciendo el crecimiento de 

esta bacteria frente a otros competidores [256]. 

A su vez, se observaron dos copias de FUR, regulador transcripcional del metabolismo 

central del hierro. Una copia se encontró cercana a un gen que codifica para un 

transportador del tipo ABC, siendo este tipo de transportadores uno de los mecanismos 

más utilizados para la internalización del complejo Fe+3-sideróforo al citoplasma [257]. 

La otra copia se encontró en un contexto genómico que no estaría relacionado 

directamente con la homeostásis del metal, sino que estaría involucrada en la respuesta 

al estrés oxidativo [248]. Estos resultados sugieren que la cepa UYPR2.512 tiene la 

capacidad de adquirir y utilizar el hierro en diversas condiciones, lo que puede ser 

importante para su crecimiento y supervivencia en diferentes ambientes. 

 
4.3.2 Degradación de compuestos aromáticos  
 
La capacidad de degradar compuestos aromáticos presentes en exudados radiculares 

les confiere a las bacterias una ventaja para la colonización de las raíces y su desarrollo 

en la rizósfera. La cepa UYPR2.512 presentó genes que codificarían enzimas 

involucradas en la vías periféricas y centrales de degradación de compuestos aromáticos 

(Tabla 10). Estas vías convergen en la formación de β-cetoadipato, un intermediario que 

puede incorporarse al metabolismo central, en forma de acetil-CoA o succinil-CoA, al 

igual que se observó en C. pintaubonensis y en otras cepas del tipo necator [89]. 

A modo de ejemplo, mutantes en genes involucrados en ambas ramas de la vía del β-

cetoadipato, mostraron una reducción en la capacidad de degradar compuestos 

aromáticos presentes en los exudados radiculares [258].  

Teniendo en cuenta que en la rizósfera gran parte de la materia orgánica está compuesta 

por lignina (polímero fenólico) y otras moléculas orgánicas, la presencia de genes 

involucrados en la degradación de diversos compuestos aromáticos, la darían una 
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ventaja a UYPR2.512 frente a otros competidores en dicho ambiente, como se ha 

observado en otras cepas del tipo necator, como ser C39, NH9 y JMP134 [89], [259]. 

4.3.3 Metabolismo de PHB 
 
Distintas especies del género Cupriavidus son capaces de producir, almacenar, y 

biodegradar moléculas de PHB, en diferentes ambientes, lo cual les ha permitido 

sobrevivir en condiciones de estrés o en entornos competitivos. En particular, diversas 

cepas de C. necator son usadas para la obtención de estas moléculas como materia 

prima para la producción de plásticos biodegradables [260]. 

En este trabajo se identificaron los genes involucrados en la vía clásica de síntesis de 

PHB, en la acumulación de gránulos, en la degradación y en la regulación de su síntesis 

(Tabla 11). Esta organización genómica conservada se ha observado en diferentes 

cepas de C. necator como ser en JMP134 y en la cepa tipo N-1 [261], [262], así como 

también en otras especies del género Cupriavidus, como por ejemplo en C. taiwanenesis 

y en C. metallidurans [263].  

Por otro lado, estudios de microscopía realizados en nuestro Departamento, mostraron 

la presencia de gránulos de almacenamiento de PHB en UYPR2.512, lo cual confirma la 

presencia de dichos genes en el genoma (Fig. 26). 

 

 
Figura 26. Imagen tomada mediante microscopía electrónica de transmisión (MET) de un bacteroide de la 

cepa UYPR2.512 en el interior de un nódulo de M. pudica. 

Escala 2900x.  

Estos resultados sugieren que UYPR2.512, sería capaz de producir y almacenar PHB, 

lo cual podría ser ventajoso por ejemplo en condiciones limitantes de crecimiento. Este 
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es el caso por ejemplo de la cepa ORS571 de Azorhizobium caulinodans, la cual en 

condiciones limitantes de oxígeno, es capaz de equilibrar la producción de poder reductor 

acumulado, redireccionándolo hacia la formación de PHB [264]. 

 
4.4 Características genómicas involucradas en la interacción de UYPR2.512 con 

sus hospederos 
 
4.4.1 Quimiotaxis y movilidad bacteriana 
 
En el genoma de UYP2.512 se identificaron varios genes codificantes para las proteínas 

quimiorreceptoras transmembrana del tipo MCP y Che (Tabla 12).  En dicho contexto, se 

observó que mutantes en los receptores de quimiotaxis mcpB y mcpC de la cepa R. 

leguminosarum biovar viciae VF39SM, fueron menos competitivos en la nodulación en 

plantas de guisantes. Mientras en S. meliloti RU11, el quimiorreceptor McpU reconoce la 

prolina presente en los exudados de semillas de alfalfa, activando la quimiotaxis de la 

bacteria hacia la planta [265], [266].  

La presencia de este quimiorreceptor en UYPR2.512 sería clave para mejorar la 

colonización de la planta hospedera en comparación con otras bacterias. También 

desempeñaría un papel fundamental en el establecimiento de una simbiosis efectiva, 

como se ha observado en otras interacciones simbióticas, por ejemplo, en S. meliloti y 

plantas de porotos [267]. 

La movilidad bacteriana impulsada por flagelos es un rasgo importante en la mayoría de 

los ambientes, donde los microorganismos deben explorar el hábitat en busca de 

recursos beneficiosos o evadir aquellos perjudiciales. En UYPR.512 están presentes los 

genes que codifican para las proteínas involucradas en la síntesis, ensamblado y el 

movimiento flagelar, e incluso reguladores transcripcionales, así como los genes 

asociados a la quimiotaxis. La presencia de genes involucrados en los procesos de la 

quimiotaxis y la movilidad impulsada por flagelos en UYPR2.512, constituyen funciones 

cruciales para la colonización bacteriana de las raíces, lo que sugiere una ventaja frente 

a otros competidores  [268], [269]. 
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4.4.2 Simbiosis y fijación biológica del nitrógeno 
 
El análisis del genoma de UYPR2.512 mostró que los operones nod, fix y nif están 

fuertemente compactados (en aprox. 36 Kb) y conservados respecto a lo observado en 

otras cepas de rizobios pertenecientes al género Cupriavidus (Fig. 15). Se vió también 

que los genes nod se encuentran organizados en un solo operón que está precedido por 

una caja nod, de manera casi idéntica a lo observado en la cepa LMG 19424 de C. 

taiwanensis (Fig. 19) [194]. En esta organización se observan dos sitios de inicio de 

transcripción divergentes, uno para el gen que codifica el regulador transcripcional NodD 

y el otro para el operón nod que comprende los genes nodBCIJHASUQ [270]. Al alinear 

las secuencias de ambos modelos bacterianos, la región intergénica entre nodD y nodB, 

aunque es ligeramente diferente, contiene una caja nod, postulada como necesaria para 

la regulación del operón nod por NodD [194]. Esta ligera diferencia en las regiones 

intergénicas podría sin embargo, llevar a diferentes mecanismos de regulación. 

 
A su vez, una segunda caja nod conservada se encontró en el genoma de UYPR2.512, 

al igual que en la cepa LMG19424 de C. taiwanensis [194]. Esta caja nod se encuentra 

a 195 pb aguas arriba del codón de inicio ATG de la copia del gen noeM (ID = 4812), la 

cual en la cepa LMG19424 de C. taiwanensis codifica para una proteína esterol 

desaturasa, involucrada en la síntesis de moléculas atípicas de NFs [271], [272]. Sin 

embargo, UYPR2.512 contiene otra copia del gen noeM (ID = 4545), la cual codifica para 

una proteína hipotética. En LMG19424, se demostró que su expresión se induce por la 

presencia de luteolina, apigenina o exudados de raíces de M. pudica [272], [273]. Por lo 

cual se postula que la copia del gen noeM (ID = 4545), correspondería a la copia 

funcional, y debido a que no contiene una caja nod previa, su expresión no estaría 

directamente regulada por nodD.  

 

En la cepa LMG 19424 de C. taiwanensis se ha demostrado que los NFs son quito-

oligómeros pentaméricos sulfatados (sustituyente adicionado por el producto del gen 

nodH) en el extremo reductor y N-acilados por ácido vaccénico (C18:1) o ácido palmítico 

(C16:0) en su extremo no reductor. Además, la mayoría de las moléculas están 

sustituidas por un grupo N-metilo (sustituyente adicionado por el producto del gen nodS) 
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y carbamoílo (sustituyente adicionado por el producto del gen nodU) en el azúcar no 

reductor terminal [164]. La similitud de secuencias y de conservación de los genes 

nodBCIJHASUQ entre UYPR2.512 y LMG 19424 de C. taiwanensis observada, sugiere 

que un factor de nodulación de estructura similar les permitiría a ambas cepas, asociarse 

simbióticamente con el mismo hospedero. La caracterización de NFs producidos por 

UYPR2.512 nos permitiría evaluar dicha hipótesis. 

 

Con el fin de asegurar la actividad de la nitrogenasa, los rizobios han desarrollado 

diferentes mecanismos de regulación, los cuales incluyen la presencia de citocromos tipo 

b y c, brindando un ambiente reducido y microaerofílico en el interior del nódulo[274], 

como es el caso de la oxidasa terminal del citocromo tipo Cbb3 (codificada por fixNOQP) 

[275]. 

Se ha reportado que los genes fixNOQP descritos en los rizobios son homólogos a los 

genes ccoNOQP de otras bacterias no fijadoras de nitrógeno, lo cual indica que ambos 

comparten un ancestro en común y tienen una similitud estructural o funcional [195]. Sin 

embargo, las diferencias en sus contextos genómicos y las funciones específicas que 

desempeñan en sus respectivos nichos ecológicos reflejan una capacidad adaptativa a 

diferentes ambientes.  

 

En UYPR2.512 se observó que los genes ccoPQON, requeridos para la producción y 

ensamblaje de la oxidasa terminal, se ubicaron en el chr1, al igual que sus ortólogos 

fixNOQP de C. taiwanensis (Tabla 13). Por otro lado, los genes fixNOQP están ausentes 

en todas las cepas de Paraburkholderia analizadas hasta el momento [195]. Estos 

resultados sugieren algunos β-rizobios tendrían otro citocromo involucrado en la fijación 

del nitrógeno.   

 

4.4.3 Sistemas de secreción 
 
El análisis del genoma de la cepa UYPR2.512 mostró la presencia de secuencias 

codificantes para proteínas que conforman los SSTI, SSTII, SSTIII, SSTIV, SSTV y 

SSTVI (Tabla 14 y Fig. 22).  
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La cepa UYPR2.512 presentó todos los genes necesarios para completar el SSTI, lo cual 

le brinda el beneficio de secretar y liberar de forma eficiente moléculas involucradas en 

la obtención de nutrientes (lipasas, proteasas) [276],  infectar el hospedero (toxinas), así 

como establecer interacciones simbióticas efectivas [277]. En dicho contexto, se ha visto 

que este tipo de sistema es capaz de secretar proteínas con actividad glicanasas (PlyA 

y PlyB), las cuales hidrolizan el exopolisacárido, componente fundamental en la 

formación de biopelículas, como se observó en R. leguminosarum, resultando clave para 

una simbiosis eficiente [278]. La proteína NodO (proteína de unión al Ca+2), la cual estaría 

involucrada en el reclutamiento de NFs, así como también en la formación de los hilos 

de infección necesarios para el ingreso de la bacteria sería transportado por este sistema 

[279].  

 

Se logró mapear casi la totalidad de los genes involucrados en el SSTII según lo 

reportado en la literatura, incluyendo los que codifican para el sistema general de 

secreción GSP, los que codifican para los sistemas de translocación SeC y TaT, lo cual 

además ha sido observado en otras bacterias del género Cupriavidus [78]. Asimismo, se 

identificó el clúster tad, el cual codifica para proteínas involucradas en el ensamblaje del 

pilus de adhesión. Este cluster se encuentra formando parte de una isla de colonización 

generalizada (WCI, de sus siglas en inglés Widespread Colonization Island), involucrada 

en formación de biopelículas y en la colonización, como se ha observado en bacterias 

del género Burkholderia, Mesorhizobium, y Sinorhizobium [209]. La diversidad de 

compuestos que secretan estos sistemas, incluyendo toxinas y enzimas hidrolíticas, tales 

como celulasas, elastasas, amilasas, proteasas, fosfatasas, nucleasas y lipasas, hace 

pensar que UYPR2.512 tendría la capacidad de secretar una amplia variedad de 

compuestos permitiendo su interacción con diversos organismos [280]. 

Formando parte del SSIII, se identificó el clúster ysc, el cual media el transporte de 

proteínas efectoras hacia el espacio extracelular. Varias de estas proteínas presentaron 

similitud estructural con las proteínas implicadas en la formación del flagelo bacteriano, 

lo que sugiere una relación evolutiva entre ambos sistemas y un mecanismo común de 

reconocimiento y exportación de moléculas [281]. Mediante esta interacción se logra 

reprimir el sistema inmunológico del hospedero, favoreciendo el establecimiento de la 
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infección y la nodulación. Contrariamente, las proteínas secretadas pueden ser 

reconocidas por proteínas receptoras de resistencia (R), y activar una inmunidad 

desencadenada por efectores (ETI, de sus siglas en inglés Effector-Triggered Immunity), 

bloqueando la infección, y resultando en una interacción incompatible [282]. Por otro 

lado, si bien la virulencia de las bacterias patógenas de las plantas depende en gran 

medida del funcionamiento del SSTIII, su importancia en la interacción simbiótica 

presenta muchas interrogantes y necesita ser más estudiada.  

La organización genética del SSTIII en Cupriavidus no es universal. Su rol en la simbiosis 

no está claro, por un lado se sabe que no es esencial para establecer simbiosis con M. 

pudica y su eliminación en LMG 19424 de C. taiwanensis hace que también nodule a 

Leucaena leucocephala [283]. Asimsimo, es uno de los sistemas que aparecen como 

mas conservados al analizar los genomas de rizobios [284]. 

 

Se identificaron los genes que forman parte del operón pil, los cuales codifican para 

proteínas involucradas en la formación de las fimbrias y del T-pilus, que forman parte del 

SSTIV, y se ubicaron tanto en el cromosoma como en plásmidos. Estas estructuras 

forman parte de la maquinaria conjugativa de plásmidos encontrada en algunas bacterias 

y participan en la transferencia conjugativa de los plásmidos, así como también en la 

adhesión y colonización a las células del hospedero [240]. En dicho contexto, en un 

estudio en el que se expuso un cultivo de la cepa LMG 19424 de C. taiwanensis a 

exudados radiculares de M. pudica, se observó la sobreexpresión de los genes 

pilVWXYE y pilQPONM, los cuales codifican para proteínas involucradas en la adhesión 

de la raíz, indicando que pueden desempeñar un papel en la colonización de la planta 

hospedera [273]. Sin embargo, en cuanto al rol de los SSTIV en las interacciones 

simbióticas, actualmente se dispone de escasa información. En el caso de los rizobios, 

estos sistemas presentan una alta homología con las subunidades VirB/VirD4 

identificadas en Agrobacterium [285]. La transcripción de los SSTIV está regulada por el 

sistema de dos componentes VirA/VirG, el cual es inducido por flavonoides, incluyendo 

la naringenina [286]. En relación con esto, se ha identificado la presencia de los genes 

virD4 y del operón virB1-B11 en el pSym de la cepa STM815 de B. phymatum, así como 

también en el pRALTA de C. taiwanensis, sugiriendo su posible participación en la 
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transferencia conjugativa [273]. A pesar de ello, aún se requiere de más investigaciones 

para determinar de manera precisa la función de los SSTIV en las simbiosis. 

Hay muy poca información con relación a la participación  del SSTV en las interacciones 

simbióticas. En el genoma de UYPR2.512 se identificaron proteínas involucradas en los 

sistemas TPS (HecA/HecB), los cuales presentaron homología con componentes 

pertenecientes a dichos sistemas en otras bacterias (Tabla 14 y Fig. 22) [287]. Se ha 

reportado que la exportación y adhesión del efector HecA de Erwinia sp, provoca la 

podredumbre en la planta Nicotiana clevelandii [288]. Se ha observado un efecto similar 

en Xanthomonas sp, al exportar la adhesinas Fha, jugando un papel crucial en la 

colonización de las superficies vegetales y la posterior infección del hospedero  [289].  

Por otro lado, en interacciones benéficas entre bacterias del género Azospirillum y sus 

plantas hospederas, se ha reportado el papel de HecA en la formación de biopelículas 

en la adhesión a las raíces de las plantas y en la producción factores de crecimiento que 

promueven el crecimiento vegetal [290]. La presencia en UYPR2.512 de los genes 

HecA/HecB sugiere su posible rol en la adhesión y colonización de otros organismos. 

 

La mayoría de los estudios que brindan información sobre los componentes de los 

SSTVI, son en base a homología de secuencia y la mayoría de las proteínas no han sido 

caracterizadas. Formando parte del SSTVI de UYPR2.512, se identificaron genes que 

codifican para proteínas estructurales y para la maquinaria de inyección, los cuales 

también se han observado en otros rizobios [290] (Tabla 14 y Fig. 22). Se ha discutido la 

participación de dicho sistema de secreción en la modificación y manipulación de 

diversos procesos celulares que permiten que las bacterias colonicen y sobrevivan, 

influyendo en la adhesión, la estimulación de la internalización de la bacteria en la planta, 

reordenamiento del citoesqueleto y la evasión de la respuesta inmune innatas del 

huésped [291]. En dicho contexto, se observó que mutaciones en el SSTVI en P. 

phymatum, simbionte de Mimosa spp, afectan la formación de biopelículas, 

disminuyendo su agregación, perdiendo competitividad frente a otras bacterias 

colonizadoras [292]. Por lo cual, la presencia del SSTVI en la cepa UYPR2.512, le podría 

conferir la habilidad de mejorar la competencia frente a otras bacterias del suelo, capaces 

de nodular la misma planta hospedera. Por otro lado, se reportó un trabajo en el cual se 
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relacionó el SSTVI con la simbiosis, en el cual plantas de P. vulgaris fueron inoculadas 

con cepas mutantes de Rhizobium etli, defectuosas en genes que codifican para 

componentes estructurales del SSTVI (tssD, tssA, tssM), observándose la formación de 

nódulos de tamaño más pequeño en comparación con la cepa salvaje [293]. Sin 

embargo, la actividad de la nitrogenasa no se vio afectada, lo cual sugiere que dichas 

mutaciones podrían afectar eventos más tempranos.  

4.4.4 Síntesis de fitohormonas y su regulación 
 
La identificación de acds, gen que codifica para la enzima 1-aminocyclopropano-1-

carboxilato (ACC) deaminasa (EC 3.5.99.7) le podría conferir la capacidad a UYPR2.512 

de promover el crecimiento vegetal de su planta hospedera, regulando los niveles de 

etileno, al igual que se ha observado en otros rizobios [294]. 

En resumen en este capítulo la re-secuenciación de UYPR2.512, mejoró su genoma, 

identificando cuatro replicones cerrados, incluyendo un plásmido con genes simbióticos 

nod, nif y fix en una isla conservada. Se confirmó que pertenece a la especie necator. El 

análisis genético reveló características de adaptación, como tolerancia a metales y 

degradación de compuestos aromáticos. Además, UYPR2.512 exhibe componentes 

proteicos relacionados con la simbiosis y la fijación biológica de nitrógeno, lo que 

evidencia su versatilidad y capacidad de adaptación a diferentes entornos. 
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CAPITULO II 
 
Análisis transcriptómico de la respuesta de la cepa 
UYPR2.512 de Cupriavidus necator a la presencia de luteolina 
 
Objetivo general 
 
Identificar los cambios a nivel de la expresión génica provocados por la luteolina en 
UYPR2.512. 
 
Objetivos específicos 
 

1. Confirmar el efecto inductor de la luteolina en la expresión de los genes nod de 

UYPR2.512. 

2. Describir los genes y las rutas metabólicas activadas o reprimidas en presencia 

de luteolina. 

 

Resumen  
 
Este capítulo se enfocó en el estudio de una de las primeras etapas de la interacción 

planta-bacteria, en donde el reconocimiento de moléculas, como los flavonoides 

presentes en los exudados radiculares, son claves. Partiendo de la información de que 

la luteolina es inductora de los genes nod en C. taiwanensis, se decidió evaluar el efecto 

de dicho flavonoide en UYPR2.512. Para ello, dicha cepa se transformó con el plásmido 

pCBM01 que contiene la fusión transcripcional pnodB19424-lacZ y con pcZ388 (plásmido 

control que contiene el gen lacZ sin promotor). Se evaluó la capacidad inductora del 

flavonoide mediante la medición de la actividad de la enzima β-galactosidasa. 

Posteriormente, se analizó la respuesta a nivel transcripcional de UYPR2.512 a la 

exposición a luteolina mediante el RNA-Seq. Se utilizaron dos plataformas de 

secuenciación, la primera incluyó la utilización del Ion Torrent™ (Ion PGM™ Sequencing 

Kit de Life Technologies™), la cual se realizó en colaboración con el Departamento de 

Genómica del IIBCE y la segunda en la plataforma de IIlumina en el servicio privado de 
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Macrogen Inc. Luego, con el fin de conocer las funciones y procesos metabólicos a los 

cuales se encuentran relacionados los DEG (genes diferencialmente expresados), se 

realizó un análisis de enriquecimiento funcional. Los resultados obtenidos permitieron 

generar un modelo integrativo en el cual se presentan las principales rutas metabólicas, 

funciones biológicas, reacciones químicas, enzimas y genes regulados en UYPR2.512 

en respuesta a la exposición a luteolina. 

 

1  Introducción 
 

1.1 Transcriptómica. RNA-Seq como aproximación funcional  
 
El transcriptoma es el conjunto completo de transcritos de ARN en una célula o tejido, e 

incluye el ARN ribosomal (ARNr), ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia 

(ARNt), micro ARN (miARN) y otros ARN no codificantes (ncARN). Su análisis tiene como 

objetivo cuantificar el nivel de expresión de cada gen del genoma en respuesta a cambios 

definidos. En las últimas décadas, se han desarrollado varias herramientas que permiten 

desentrañar los cambios transcripcionales globales, basados en la hibridación de ADNc 

(microarreglos de ADN) o en la secuenciación de ADNc (secuenciación de ARN o RNA-

Seq) [295]. Actualmente, este último es el más utilizado, debido a que permite la 

secuenciación directa de ARN (o ADNc obtenido a partir del ARN). Esta tecnología ofrece 

una mayor resolución y especificidad, un mayor rango dinámico de niveles de expresión 

(> 4 órdenes de magnitud) y un menor requerimiento de material de entrada (ng), en 

comparación con los microarreglos [296]. 

El RNA-Seq incluye los siguientes pasos: extracción del ARNtot, la depleción de los ARN 

ribosomales (ARNr), la obtención del ADNc a partir del ARNm, la adición de adaptadores 

(con secuencia única en uno, o ambos extremos) para la construcción de librerías de 

ADNc y su secuenciación. Finalmente, las secuencias obtenidas son analizadas 

mediante métodos bioinformáticos.  

Debido a que el ARNr es el ARN predominante en el ARNtot, el mismo debe ser 

eliminado o depletado, sino gran parte de las secuencias obtenidas serán de estas 

moléculas que, en la mayoría de las aplicaciones, son menos informativas que el ARNm. 
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El ARNr se puede eliminar inmediatamente después del aislamiento del ARN total o 

durante la preparación de bibliotecas de ADNc. Los primeros dos procedimientos se 

basan en la captura y remoción de las subunidades 16S y 23S del ARN ribosómico 

bacteriano presentes en el ARNtot, mediante el uso de oligonucleótidos de captura. 

Dichos oligos bipartitos se unirán por complementariedad del extremo 5' a una región del 

ARNr y por su extremo 3' a un oligonucleótido que se encuentra unido covalentemente a 

esferas magnéticas. A diferencia de estas metodologías, las cuales depletan transcritos 

no deseados (ARNr) previo a la síntesis de las bibliotecas de ADNc, el fabricante NuGen, 

utiliza cebadores específicos contra transcritos no deseados en las bibliotecas de ADNc, 

evitando eventos de hibridación cruzada (consultado en www.agilent.com [297]). 

 
1.2 Análisis de datos de secuencias obtenidas mediante RNA-Seq 
 
Independientemente de la tecnología de secuenciación utilizada, como resultado se 

obtiene un conjunto de archivos, con un formato estándar FASTQ [298] , que permite 

almacenar las secuencias. Los valores de calidad de la secuencia están codificados en 

la escala Phred [299], la cual da información de la probabilidad de error en la asignación 

de nucleótidos. Existen dos bases ASCII (la base 33 y la 64) principalmente utilizadas 

para codificar estos valores de calidad en los archivos FASTQ, que suelen ir de un valor 

de Q desde 0 hasta 40, que representan la calidad de cada nucleótido. 

En la mayoría de los estudios de RNA-seq, los análisis de datos constan de los siguientes 

pasos: (1) control de calidad de las secuencias obtenidas, (2) alineamiento de las lecturas 

contra el genoma de referencia o ensamblado de novo, (3) cuantificación de las lecturas 

alineadas a los genes, (4) normalización de los datos e identificación de los genes con 

expresión diferencial y (5) análisis de enriquecimiento funcional e interpretación 

biológica. A continuación, se describirán brevemente, las etapas realizadas en este 

trabajo. 

 

1. Control de calidad. El primer paso es comprobar la calidad de las lecturas obtenidas. 

Herramientas computacionales como el programa FASTQC [300], permiten visualizar, 

mediante valores estadísticos, la probabilidad de que la base asignada sea la correcta. 

A su vez, se deben eliminar las secuencias adaptadoras, así como también las 
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secuencias de mala calidad, siendo el programa Trimmomatic [301] uno de los más 

utilizados que permiten identificar, procesar y eliminar aquellas lecturas no aptas para 

poder continuar con el procesamiento de los datos.  

 

2. Alineamiento de las lecturas contra un genoma de referencia. Una de las dificultades 

que presenta es la de lidiar con lecturas de zonas repetitivas, o regiones que no existen 

en la referencia, pero sí en la muestra. Para ello, uno de los programas utilizados es el 

Bowtie2 [302], el cual evalúa la calidad del alineamiento e indica las diferencias 

encontradas contra el genoma de referencia. 

 

3. Cuantificación de las lecturas obtenidas para cada gen. La cuantificación de las 

lecturas asignadas a cada gen se realiza con el fin de identificar los genes expresados 

diferencialmente, siendo el feature Counts uno de los programas más utilizados [303]. 

 

4. Normalización de los datos e identificación de los genes con expresión diferencial. Una 

vez que se estiman los niveles de expresión de los genes, con el fin de que las muestras 

sean comparables, los mismos deben ser normalizados. Esto puede deberse a 

diferencias en el número de lecturas generadas en cada secuenciación, lo cual produce 

cambios en el número de lecturas mapeadas en diferentes muestras. Los métodos de 

normalización incluyen el cálculo de la cantidad de secuencias por kb de transcrito por 

millón de secuencias mapeadas (RPKM, de sus siglas en inglés) [304] o por el cálculo 

de la cantidad de fragmentos transcritos por millones de secuencias mapeadas y (FPKM, 

de sus siglas en inglés) [305], los cuales normalizan el conteo de transcritos teniendo en 

cuenta la longitud de estos y la abundancia total de lecturas de la muestra. Luego, 

mediante programas que calculan las diferencias entre las muestras como ser EdgeR 

[306], se evalúa cómo los niveles de expresión cambian en diferentes condiciones. Como 

resultado se obtienen las lecturas normalizadas para cada gen, con su respectivo valor 

de tasa de cambio (FC, de sus siglas en inglés Fold Change), valores de probabilidad 

(valor de p y valor de q) y una tasa de asignaciones incorrectas (FDR, de sus siglas en 

inglés), lo cual permite ver cómo ha variado la expresión de los genes entre diferentes 

condiciones y el soporte estadístico que apoya estas diferencias.  
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5. Análisis de enriquecimiento funcional. Este análisis permite identificar, mediante un 

test-estadístico, las vías metabólicas afectadas, basándose en los datos de FC y los 

valores de probabilidad (valores de p) de todos los genes. El test de Fisher es uno de los 

más utilizados, en donde mediante una distribución binomial o hipergeométrica, se 

determina que vías metabólicas están enriquecidas significativamente. En este contexto 

se suelen utilizar anotaciones de diferentes bases de datos, tales como GO (Gene 

Ontology) [307], KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome) [308] y COG 

(Cluster of Orthologous Group) [309]. 

 
1.3 Trancriptómica aplicada al estudio de la interacción rizobio-leguminosa 
 
La disponibilidad de secuenciación y de genomas completos de rizobios y leguminosas, 

ha permitido desarrollar y aplicar enfoques de genómica funcional para comprender de 

manera integral cómo los rizobios se reorganizan y adaptan a nuevos entornos. En las 

últimas décadas, se han llevado a cabo varios estudios de genómica funcional sobre la 

interacción rizobio-leguminosa, utilizando enfoques de transcriptómica [273], [310]. Estos 

estudios se han basado en analizar el perfil transcriptómico de los rizobios en respuesta 

a la percepción de flavonoides y su relación con la especificidad de su hospedero [311]. 

En un estudio utilizando RNA-seq, se expuso a la cepa Ch24-10 de R. phaseoli a 

exudados radiculares de maíz (Zea mays) y frijol (Phaseolus vulgaris) durante 2 h. Se 

observó una sobre-expresión de los genes nod y de genes relacionados con el 

metabolismo de azúcares, aminoácidos, fitoalexinas y genes que codifican para un 

SSTIII. Estos resultados sugieren la capacidad adaptativa de los rizobios para colonizar 

tanto leguminosas como cereales [312]. 

 
Por otro lado, se han llevado a cabo pocos estudios de genómica funcional de la 

interacción entre los beta-rizobios y las leguminosas. Klonowska y col. en el 2018 

realizaron un análisis comparativo del perfil transcriptómico de las cepas P. phymatum 

STM815, C. taiwanensis LMG19424, y el alfa rizobio R. mesoamericanum STM3625, en 

presencia de exudados radiculares de M. pudica. En cepas de estas  tres especies, se 

observó la sobre-expresión de los genes nod y de una hidroxilasa de ácidos grasos 
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recientemente identificada, lo cual sugiere que desempeñaría un papel durante la 

infección de la planta. Sin embargo, los resultados obtenidos confirmaron parcialmente 

las diferencias previamente observadas en cuanto a la capacidad competitiva de las tres 

cepas para infectar a M. pudica [273]. 

Al comparar los perfiles, se observó que en P. phymatum, en comparación con las otras 

dos cepas, se sobre-expresa acdS (que codifica la ACC desaminasa), un gen involucrado 

en la biosíntesis del ácido indol-3-acético (AIA), y otros genes relacionados con los 

SSTIV y SSTVI, lo que sugiere que P. phymatum podría ser la cepa más competente en 

esta interacción. 

2 Materiales y métodos 
 
2.1 Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo 

Las cepas de E. coli utilizadas fueron cultivadas en medio LB [313] con los requerimientos 

detallados en la tabla 15, e incubadas a 37 °C.  Las cepas de Cupriavidus, LMG19424 y 

UYPR2.512, fueron cultivadas en medio LB (Anexos) y en medio mínimo M9 (Anexos) 

incubadas a 30 °C. En el caso de la cepa UYPR2.512 de C. necator, se agregó citrato 

14 mM, como fuente de carbono [314]. 

Tabla 15. Cepas y plásmidos utilizados. 

Cepas/plásmidos Característica relevante Referencia 

Escherichia coli DH5α Cloning host; F− λ− endA1 glnX44(AS) thiE1 recA1 
relA1 spoT1 gyrA96(NalR) rfbC1 deoR nupG 
Φ80(lacZΔM15) Δ(argF-lac)U169 hsdR17(r K − m K +) 

[48] 
  

Cupriavidus tawanensis 
LMG19424 

Cepa de referencia del género Cupriavidus [315] 

Cupriavidus necator 
UYPR2.512 

Cepa utilizada en este trabajo [42] 

pRK600 Plásmido ayudante utilizado para conjugación, 
oriV(ColE1), RK2(mob + tra +); CmR 

[316] 

pCBM01 
  

Contiene una región de 401 bp del promotor de 
nodB, GmR, TetR 

[317], [318] 

pCZ388 Plásmido control derivado del pLAFR6, que contiene 
el gen lacZ sin promotor, GmR, TetR 

[317], [318] 
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2.2 Obtención de las cepas de UYPR2.512 de C. necator portando pCBM01 o 
pCZ388  

 

Los plásmidos fueron introducidos en UYPR2.512 mediante conjugación triparental 

utilizando E. coli DH5ɑ (pCBM01) o E. coli DH5ɑ (pCZ388) como cepas donadoras y E. 

coli DH5ɑ (pRK600) como cepa auxiliar (Tabla 1). Para ello, las cepas bacterianas se 

cultivaron a 30 ºC en un agitador rotatorio a 200 rpm en medio LB suplementado con el 

antibiótico adecuado. Los cultivos en fase exponencial se diluyeron 1/100 (v/v) en medio 

LB sin antibióticos y se incubaron hasta alcanzar una DO600nm = 0,2 – 0,3. Para la 

conjugación, se mezclaron 200 µL de cada cultivo, las células se centrifugaron durante 

5 min a 2.300 g y se resuspendieron en 20 µL de medio LB. Se colocaron alícuotas de 

10 µL de cada mezcla en medio sólido LB. Se incluyeron alícuotas que contenían cepas 

individuales como controles. Las placas se incubaron durante la noche a 30 ºC. Las 

células se recogieron con un aza estéril, se resuspendieron en 1 mL de medio LB y 100 

µL de cada suspensión se sembraron en LB que contenía Ampicilina 100 µg/mL (Ap), 

Tetraciclina 10 µg/mL (Tc) y Nitrofurantoína 50 µg/mL (Nf). La adición de Tc permitió la 

selección de cepas con el plásmido pCZ388 y pCBM01, mientras que la adición de Ap y 

Nf, la selección de la cepa UYPR2.512, debido a la inhibición del crecimiento de las cepas 

de E. coli. Los transconjugantes NfR, ApR, TcR se seleccionaron para determinar la 

presencia de plásmidos, utilizando los cebadores TetAF y TetAR [319] dirigidos al gen 

de resistencia a la tetraciclina. Se utilizaron cepas resistentes a antibióticos y que hayan 

amplificado mediante PCR los plásmidos de interés, para los ensayos de inducción de 

pnodB19424. 

 

2.3 Evaluación de la expresión del pnodB19424-lacZ en UYPR2.512 
 

Para evaluar la expresión del promotor del gen nodB, se utilizó el plásmido pCBM01 

(TcR) que contiene la fusión transcripcional pnodB19424-lacZ [317], [318] o el plásmido 

pcZ388 (plásmido control que contiene el gen lacZ sin promotor). Cultivos de UYPR2.512 

portando pCBM01 o pCZ388, se cultivaron ON a 30 °C utilizando un agitador rotatorio a 

200 rpm, en 5 mL de medio mínimo M9, conteniendo citrato de sodio 14 mM como fuente 

de carbono. Finalizado este tiempo, se realizó una dilución 1/100 (v/v) en medio líquido 
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con luteolina 0,1, 0,5, 3,0 o 15 µM (≥98% (TLC), L9283, Sigma, Aldrich) y los cultivos se 

incubaron durante 18 h a 30 ºC. Se incluyeron cultivos de control no inducidos para cada 

ensayo. Se realizaron triplicados biológicos independientes. La actividad β-galactosidasa 

se calculó según Miller [320], empleando la siguiente fórmula:  

 

Actividad relativa (Unidades Miller) = FD (Abs420nm/ DO600nm*vol *t) 

Donde FD es factor de dilución de la muestra utilizada, DO600nm: la Densidad óptica a 

600nm, Abs420nm, Absorbancia a 420nm, vol: volumen del extracto en mL, t: tiempo de 

incubación de la reacción en min. 

  

Además, se realizaron experimentos durante 2 h de inducción. Los cultivos bacterianos 

crecidos ON se diluyeron 1/100 (v/v) en un medio líquido fresco y se cultivaron hasta que 

los cultivos alcanzaron una DO600nm = 0,5 – 0,6. Seguidamente, se adicionó luteolina a 

los cultivos con una concentración final de 15 µM y se incubaron durante 2 h en las 

mismas condiciones. 

 

2.4 Extracción y purificación de ARN total (ARNtot) de UYPR2.512 
 

La cepa UYPR2.512 se cultivó en 5 mL de medio mínimo M9 [314] con citrato de sodio 

14 mM como fuente de carbono [314], ON a 30 °C, con agitador rotatorio a 200 rpm. 
Transcurrido este tiempo, se realizó una dilución 1/100 (v/v) en medio líquido M9 y el 

cultivo se dejó crecer hasta que alcanzó la fase exponencial temprana (DO600nm = 0,5 - 

0,6). Posteriormente, se adicionaron luteolina 15 µM a los cultivos y se incubaron durante 

2 h a 30 ºC hasta alcanzar la fase exponencial tardía (DO600nm = 0,7 - 0.8), se incluyeron 

controles no inducidos. El ARNtot se aisló mediante la utilización del kit comercial 

PureLink RNA Mini (Thermo Scientific), según las instrucciones del fabricante. La pureza 

y calidad del ARNtot extraído, se verificó cualitativamente en un gel de agarosa 

desnaturalizante 1% en buffer TAE (121 g/L Tris base, 28,55 mL/L ácido acético glacial 

50 mL EDTA 0,5 M pH 8). Además, la verificación de la cantidad, integridad y calidad del 

ARN, se realizó utilizando un espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y un 

bioanalizador Agilent Technologies 2100 (Agilent Technologies). Los experimentos se 
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realizaron en tres réplicas biológicas independientes, tanto para el ARNtot de la cepa de 

UYPR2.512 en presencia e luteolina como en ausencia de este. 

 

2.5 Análisis transcriptómico a la presencia luteolina mediante RNA-Seq 
 
Con el fin de conocer la respuesta transcripcional a la presencia del inductor luteolina de 

UYPR2.512, se realizaron análisis de RNA-Seq utilizando como primera aproximación la 

plataforma del Ion Torrent™ (Ion PGM™ Sequencing Kit de Life Technologies™) en 

colaboración con el Departamento de Genómica del IIBCE, y como segunda 

aproximación la plataforma de IIlumina en Macrogen (Seúl, Korea). Los análisis de los 

transcriptomas obtenidos fueron realizados en colaboración con el Dr. Guillermo 

Eastman, del Departamento de Genómica del IIBCE. 

 

2.5.1 Secuenciación mediante Ion Torrent 
 
2.5.1.1 Enriquecimiento de ARN mensajero (ARNm) o depleción de ARN ribosómico 

(ARNr) 
 
El ARNm para secuenciar se obtuvo mediante la utilización de un kit comercial 

MICROBExpress (AMBION, Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los experimentos se realizaron en tres réplicas biológicas independientes. 

Se utilizó un procedimiento para el enriquecimiento de ARNm, en el cual se esperaba 

depletar aproximadamente un 80% del ARNr según como lo sugiere el fabricante del kit. 

El procedimiento se basa en la captura y remoción de las subunidades 16S y 23S del 

ARNr presentes en el ARN mediante el uso de oligonucleótidos de captura. Dichos oligos 

bipartitos se unirán por complementariedad del extremo 5' a una región del ARNr y por 

su extremo 3' a un oligonucleótido que se encuentra unido covalentemente a esferas 

magnéticas. Debido a que el porcentaje de obtención de ARNm enriquecido a partir de 

10 µg de ARN es aproximadamente de entre 1-2,5 µg se realizó un primer paso de 

precipitación y de concentración. La verificación de la depleción del ARNr fue realizada 

mediante la utilización el kit comercial Agilent RNA 6000 Nano Kit Quick, el cual tiene un 

rango cualitativo entre 25-6.000 nt y un rango cuantitativo entre 25-500 ng/µL. El ARN 
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obtenido, mayormente ARNm fue destinado para la construcción de librerías de ADN 

copia (ADNc). 

 

2.5.1.2 Construcción de librerías de ADN copia (ADNc) a partir de los ARNm obtenidos 
 
Las librerías de RNA-Seq fueron construidas mediante la utilización del kit comercial Ion 

Total RNA-Seq Kit v2 (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. El 

protocolo consta de dos bloques que incluyen: un primer paso de fragmentación de los 

ARN (depletados en ARNr, con un rango esperado de fragmentación entre 100-200 nt) 

y purificación de los fragmentos, y un segundo bloque donde los fragmentos son ligados 

a adaptadores, retrotranscriptos a ADNc, purificados, y se les adicionan códigos de barra 

o barcodes, para ser finalmente re-purificados y secuenciados. 

 

2.5.1.3 Fragmentación del ARNm  
 
Las muestras normalizadas (50ng/µL de cada ARNm depletado) fueron incubadas con 

la enzima de digestión RNAsa III (1U/µL) de AMBION (Thermo Scientific) durante 3 min 

a 65 °C. La correcta obtención de una población de transcriptos fragmentados con el 

tamaño esperado fueron verificados mediante la utilización del kit comercial Agilent RNA 

6.000 Nano Kit Quick, el cual tiene un rango cualitativo entre 25-6000 nt y un rango 

cuantitativo entre 25-500 ng/µL. 

 

2.5.1.4 Amplificación de ADNc 
 
Los ARNm fragmentados fueron sometidos a una retrotranscripción, una primera 

purificación, adición de oligos para indexar las secuencias o barcodes (lo que permite 

poder secuenciar al mismo tiempo múltiples muestras en una única corrida), 

amplificación del ADNc y purificación final, mediante la utilización del kit comercial Ion 

Total RNA-Seq Kit v2 (Thermo Scientific). Cabe destacar que la realización de las 

purificaciones tiene el fin de seleccionar por tamaño los productos de los ADNc 

deseados. La obtención de una librería de ADNc de tamaño deseado, en un rango entre 

100-230 nt fue evaluada mediante la utilización del High Sensitivity DNA Kit, con un rango 

cuantitativo de entre 5-500 pg/µL. 
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2.5.1.5 Secuenciación de las librerías  
 
Las librerías fueron secuenciadas en un chip 318, en equipo Ion Torrent™, de la 

Plataforma de Secuenciación del IIBCE.  

 

2.5.2 Secuenciación mediante Illumina 
 
En el caso de la secuenciación de las librerías de RNA-Seq mediante IIlumina en 

Macrogen (Macrogen Inc. Korea), se utilizó un protocolo de preparación de bibliotecas 

de depleción de ARN ribosómico para generar librerías de transcriptomas completos 

siguiendo las recomendaciones del fabricante (Kit de eliminación de ARNr Ribo-Zero 

para bacterias y Kit de preparación de muestras de ARNtot TruSeq), y se utilizó la 

tecnología Illumina NovaSeq (100 bp paired-end).  

 

2.5.3 Análisis de las secuencias obtenidas (Ion Torrent / Illumina) 
 
En ambas secuenciaciones la calidad de las lecturas de RNA-Seq crudas fueron 

analizadas usando FastQC [300]. 

En el caso de la secuenciación mediante Illumina, además de utilizar el FastQC se evaluó 

la calidad de las lecturas mediante la herramienta phred score, el cual brinda un valor de 

probabilidad, que indica si la base asignada a una posición dada en una lectura sea 

incorrecta. Se seleccionaron aquellas lecturas con un puntaje de calidad phred score > 

30 (1/1000 la probabilidad de error en la identificación de la base), permitiendo filtrar las 

bases de baja calidad y mejorar la precisión del ensamblaje de la secuencia.  

 

Con respecto al mapeo, en el caso de la secuenciación de las librerías de RNA-Seq 

mediante el Ion Torrent, las secuencias obtenidas fueron mapeadas contra la versión 1 

del genoma de UYPR2.512 [254], utilizando el mediante el programa CLC 3.7 [302]. En 

el caso de las librerías de RNA-Seq secuenciadas por Illumina fueron mapeadas contra 

la versión 2 del genoma de UYPR2.512, mediante la utilización del programa Bowtie2 

[302].  
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Con el fin de evaluar cómo se agrupan las muestras y su variación, en ambos casos se 

realizó un análisis de componentes principales (PCA, de sus siglas en inglés Principal 

Component Analysis) en R. 

 
2.5.3.1 Análisis de la expresión diferencial de genes  
 

Las secuencias obtenidas por Ion Torrent fueron analizadas mediante el programa CLC 

3.7 [321]. 

En el caso de las secuencias obtenidas por Illumina, se utilizaron un conjunto de 

programas que corren en línea de comando, los cuales permiten un mejor control de la 

totalidad del proceso operativo. Luego de realizarse el mapeo contra la versión 2 , se 

realizó el conteo de las lecturas obtenidas sobre las secuencias codificantes (CDS), 

utilizando el programa FeatureCounts [303].  

El análisis de expresión génica diferencial, se realizó utilizando el programa edgeR de R 

[306], el cual calcula el FC, valores de p, definiendo un valor de p ajustado o FDR [322]. 

Los genes diferencialmente expresados (DEG) fueron seleccionados según el criterio de 

|FC| > 2 y FDR o valor de p ajustado < 0,05. El valor de p ajustado menor a 0.05 indica 

que la probabilidad de que el resultado observado se deba al azar es inferior al 5%, o 

sea que el 5% de los genes diferencialmente expresados fueran falsos positivos 

 

2.5.3.2 Análisis de categorías funcionales 
 

La anotación funcional se realizó mediante la herramienta web eggNOG-mapper [323]. 

Con el objetivo de anotar las categorías funcionales, se utilizaron las bases de datos 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome) y COG (Cluster of Orthologuos 

Group). El análisis de enriquecimiento funcional para los genes diferencialmente 

expresados (DEG) se realizó mediante la prueba exacta de Fisher, considerando un 

enriquecimiento significativo, si el valor de p < 0,05 en el programa Python [324]. 
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2.5.4 Validación de RNA-Seq mediante q-PCR 
 
2.5.4.1 Extracción de ARN total y síntesis de ADN copia 
 

Para realizar los análisis de PCR cuantitativos, se repitió el experimento de inducción en 

presencia de luteolina y en ausencia de esta explicado previamente, utilizando esta vez 

cinco réplicas biológicas independientes. El ARNtot se aisló de cultivos de la cepa 

UYPR2.512 inducidos y no inducidos, siguiendo el procedimiento previamente descrito. 

Posteriormente, se partió de 1ug de ARN el cual fue convertido a ADN copia, utilizando 

el kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem) según 

las instrucciones del fabricante. Se incluyeron controles sin retrotranscribir, para cada 

réplica biológica. 

Los cebadores para utilizar se diseñaron mediante el programa Primer3 [325] y fueron 

sintetizados por Macrogen Inc. (Corea). La especificidad de los cebadores y la formación 

de dímeros de cebadores, se comprobaron mediante curvas de disociación [326]. La 

amplificación mediante PCR de un único amplicón para cada par de cebador 

sintetizados, se verificó mediante la realización de una electroforesis en un gel de 

agarosa 1%.  

Las reacciones de q-PCR se realizaron en un termociclador táctil C1000 (Bio-Rad) 

utilizando iQTM SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Las condiciones de las q-PCR fueron 

las siguientes: 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 30 s a 60 °C y 30 s a 72 °C.  

Los análisis estadísticos se realizaron en el programa estadístico InfoStat [327]. La 

distribución normal de los datos se confirmó mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se 

utilizó ANOVA unidireccional para las comparaciones de muestras. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas si el valor de p < 0,05. 

 

2.5.4.2 Especificidad de los cebadores para la q-PCR 

La eficiencia de amplificación de un par de cebadores se refiere a la tasa de duplicación 

del material genético en cada ciclo de amplificación. Una eficiencia en el rango entre 95-

100% indica una duplicación completa en cada ciclo, lo cual aseguraría la unión más 

eficiente a las secuencias del ADN y la amplificación del fragmento de interés. 
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La eficiencia de los pares de cebadores se evaluó mediante la realización de reacciones 

de q-PCR independientes. Como molde se utilizaron diluciones seriadas 1/100 v/v de 

ADNg de UYPR2.512 de concentración conocida (a partir de 50 ng/uL), y cebadores de 

concentración final de 500nM. A partir de estos datos se obtuvo una gráfica para cada 

par de cebadores, cuya pendiente correspondió a la eficiencia de la amplificación de la 

reacción. Se seleccionaron aquellos juegos de cebadores con un % de eficiencia mayor 

a 95%. La eficiencia se calcula mediante la siguiente fórmula: 

 
Eficiencia (%) = (10 ^ (-1 / pendiente) - 1) * 100 

 
Donde la pendiente se refiere a la pendiente negativa de la línea de regresión obtenida 

a partir de los valores de ciclo umbral (Ct) en función del logaritmo de la concentración 

de ADN inicial. 

 

Durante la amplificación de la q-PCR, la fluorescencia se detecta después de cada ciclo 

de amplificación. A medida que se amplifica el fragmento de ADN de interés, la cantidad 

de producto acumulado aumenta y, por lo tanto, también aumenta la intensidad de 

fluorescencia registrada en cada ciclo. Los valores de RFU (eje de las y) representan 

esta intensidad de fluorescencia relativa en cada ciclo de amplificación (eje de las x). 

La expresión relativa entre los genes normalizadores y los genes diana, se calcularon 

mediante la fórmula ∆∆Ct: 

∆∆Ct = 2 ^ (-∆Ct) 

Donde ∆Ct es la resta del valor de Ct del gen de referencia al valor de Ct del gen de 

interés en cada muestra (∆Ct = Ct gen de interés - Ct gen de referencia). 

 
En el caso de observarse disparidad en las eficiencias de los cebadores, los resultados 

se interpretaron mediante el método descrito por Pfaff [328]. 

Mediante este método se determina la expresión relativa de un gen de interés, en base 

a la eficiencia de la amplificación y la diferencia del Ct de la muestra de interés frente a 

una muestra control, en relación a la eficiencia y la diferencia de Ct de un gen de 

referencia.  
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La ecuación utilizada en el método de Pfaff es la siguiente:  

relación = E int ^ (∆Ct control-muestra) /E nor ^ (∆Ct control-muestra) 
 

Donde E int es la eficiencia del gen de interés, E nor es la eficiencia del gen normalizador, 

∆Ct (control-muestra) es la diferencia de Ct entre la muestra control y de la muestra 

problema para el gen de interés o el de referencia.  

 
2.5.4.3 Selección de los genes a evaluar la expresión diferencial 
 

Se seleccionaron varios genes que presentaron diferencia en la expresión con un alto 

número de lecturas, tanto en la condición de inducción, como en la condición control. A 

su vez, se seleccionaron seis genes para ser utilizados como genes normalizadores 

(housekeeping).  La función de estos es normalizar los niveles de expresión génica de 

los genes en ambas condiciones, debido a que no presentan cambios en la expresión y 

a su vez corregir los sesgos técnicos y biológicos en los datos de RNA-Seq (Tabla 16).  
 

Tabla 16. Secuencias nucleotídicas de cebadores de genes normalizadores, sobre-expresados y sub- 
expresados, evaluados para la validación del RNA-Seq, mediante q-PCR. 

Expresión Nombre del  
gen (ID) 

Secuencia nucleotídica del juego de cebadores 

Normalizador eloG (F) 5'-CTGTTCTACGTGTCAG-3´ 
(R) 5'-TGATGTTGATGCGGTGTTC-3´ 

Normalizador rpoH (F) 5'-CCGACCAAACCCTGAATAAC-3´ 
(R) 5'-GCCTGGATATAGCTGTCGAG-3´ 

Normalizador rpoN (F) 5'-TCAAGAACATCCAGCAAAGG-3´ 
(R) 5'-CGTGTAAACCCAGTGTATCG-3´ 

Normalizador ntrY (F) 5'-GCACACCGAGACTGTAGAATA-3´ 
(R) 5'-CCGTGTTCGTCAATGATCTTC-3´ 

Normalizador acoA (F) 5'-GATGTGTTCAAGTCCTCGG-3' 
(R) 5'-GCAACTCTGTGATCAACGC-3' 

Normalizador hisB (F) 5'-GCGACAAGAAAGGCATCAC-3' 
(F) 5'-CCGCATGGTTGACGAAGC--3' 

Sobre-expresados nodU (F) 5'-GCTACCGAGGGAATATTAGGG-3' 
(R) 5'-GGTACTTGGATTGAATGGCG-3' 

Sobre-expresados nodS (F) 5'-ACTGGTATTCGGATCGTCTC-3' 
(R) 5'-ACTTGTTTGATGTGAACCGG-3' 
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Expresión Nombre del  
gen (ID) 

Secuencia nucleotídica del juego de cebadores 

Sobre-expresados nodC (F) 5'-GACGATTCTCATGCTGACTGC-3' 
(R) 5'-GGTGTCCAGCGTAAGAAAGC-3' 

Sobre-expresados nodJ (F) 5'-CTCGGTGAAATGACGTGGGC-3' 
(F) 5'-GTAACTCGGCGCAATCGCG-3' 

Sobre-expresados hcdP (F) 5'-CGGAATTGGATGTTATAACGCC-3' 
(R) 5'-GCTCCTGAAGACTTATCCCAC-3' 

Sub-expesados pvsA (F) 5'-GGTCTACTCCAACAGTGATC-3' 
(R) 5'-CATTTCCGCCTTGTTCTTG-3' 

Sub-expesados exbD (F) 5'-TCCCCGTGATCAACCAC-3' 
(R) 5'-GCGCGATATTGCTTTCCAG-3' 

Sub-expesados hemP (F) 5'-CATCGCATCCGTGAAGTC-3'  
(R) 5'-CGCAACGTGTAGACATCG-3' 

 

3 Resultados 
 
3.1 Evaluación de la expresión del gen pnodB19424-lacZ en UYPR2.512  

 
La respuesta de los genes nod bacterianos a la presencia de luteolina se evaluó en 

cultivos de la cepa UYPR2.512 portando pCBM01 o pCZ388, mediante la determinación 

de la actividad de la β-galactosidasa. Como se muestra en la figura 27, luego de 18 h de 

incubación en presencia de luteolina, se observó un aumento significativo en la actividad 

de la β-galactosidasa en UYPR2.512 portando pCBM01, en comparación con 

UYPR2.512 portando pCZ388, en todas las concentraciones de luteolina ensayadas, con 

respecto a cultivos crecidos sin presencia de luteolina. A su vez se observó una 

correlación positiva entre la concentración de luteolina y mayor expresión.  

Esto indica que la luteolina es un potente inductor de la expresión génica de los genes 

nod en UYPR2.512. 
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Figura 27. Respuesta de la región promotora del gen nodB a concentraciones decrecientes de luteolina en 

cultivos de UYPR2.512. 

La determinación de la actividad β-galactosidasa se realizó en cultivos de la cepa UYPR2.512 portando el 

plásmido pCBM01, que contiene la fusión transcripcional pnodB19424-lacZ o el plásmido pCZ388 (plásmido 
control que contiene un promotor lacZ sin promotor) [317]. En todos los casos, la expresión de lacZ se 

evaluó como actividad β-galactosidasa, registrada en unidades Miller, después de 18 h de incubación a 30 

°C, en presencia de cantidades decrecientes de luteolina (15µM, 3µM, 0,5µM y 0,1µM). Los datos se 

expresan como la media de tres réplicas biológicas con sus errores estándar. 

Se hizo un ensayo similar, con un menor tiempo de exposición (2 h) a luteolina (Fig. 28). 

Bajo estas condiciones, se observó la inducción en la expresión de la fusión pnodB-lacZ 

en los cultivos luego de 2 h de inducción, utilizando una concentración de luteolina de 15 

μM. Estos resultados evidencian que la luteolina es un rápido inductor de la expresión 

génica en UYPR2.512. 

Por lo tanto, se decidió utilizar una concentración de luteolina de 15 μM y un tiempo de 

inducción de 2 h, para estudiar los cambios globales a nivel transcripcional en 

UYPR2.512. 
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Figura 28. Respuesta de la región promotora del gen nodB en presencia de luteolina en cultivos de 

UYPR2.512. 

La determinación de la actividad β-galactosidasa se realizó en cultivos de UYPR2.512 portando pCBM01 

o pCZ388. La expresión de lacZ se evaluó como actividad β-galactosidasa registrada como unidades Miller 

después de incubación durante 2 h, a 30 ºC en presencia de 15 μM de luteolina, con respecto a un control 

sin el agregado de luteolina. Los datos se expresan como la media de tres réplicas biológicas con sus 

errores estándar. 

3.2 Obtención del ARNtot bacteriano  
 
Se lograron obtener entre 15 µg y 20 µg de ARNtot con valores de integridad (RIN) 

superiores a 7, lo que indica una alta calidad del ARNt obtenido. Además, el análisis del 

ARNtot mediante electroforesis en gel de agarosa demostró la ausencia de 

contaminación de ADNg en todas las muestras (Fig. 29). Por lo tanto, el ARNtot obtenido 

cumplió con los requisitos necesarios para proceder con la construcción de las librerías 

de RNA-Seq. 
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Figura 29. Extracción y purificación del ARNtot de UYPR2.512. 

Gel agarosa 1%. ARNtot de UYPR2.512 suplementado con 15µM de luteolina. Las flechas indican las 

bandas correspondientes a las subunidades 16S y 23S del ARNr. 

3.3 Construcción de librerías de RNA-Seq para Ion Torrent  
 
3.3.1 Enriquecimiento del ARNm o depleción de los ARNr 
 
Una vez obtenido el ARNtot, el siguiente paso en la construcción de las librerías consistió 

en enriquecer las muestras con ARNm, asegurando que las lecturas generadas 

posteriormente se correspondieran con ARN codificante en lugar del ARNr, que es el 

más abundante. Para ello, se aplicó un método de purificación basado en la eliminación 

de las subunidades 16S y 23S del ARNr, lo que resultó en una disminución en la cantidad 

de ARNr, como se aprecia en los cromatogramas mostrados en la figura 30. En dicha 

figura se presentan los perfiles de los fragmentos de ARN presentes en cada muestra 

luego de la depleción (muestras de 1 a 6), así como antes de la depleción (muestras 1R 

a 6R). La ausencia de los picos correspondientes a las subunidades del 16S y 23S del 

ARNr en las muestras tratadas indica que el proceso de depleción resultó exitoso. A 

continuación, se llevó a cabo la fragmentación de los ARNm obtenidos.  

 

ARNr 16S
ARNr 23S
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ARNtot UYPR2.512 de C.necator 
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Figura 30. Análisis cualitativo mediante Bioanalizador del ARNtot obtenido a partir del cultivo de 

UYPR2.512 en presencia y en ausencia de luteolina. 

La numeración de 1 a 6, indican las muestras de ARNtot, luego de la depleción de ARNr, y la numeración 

de 1R hasta 6R, indican las muestras de ARNtot previo a la depleción de ARNr. En las muestras 1R hasta 

6R, se indican los picos correspondientes a las subunidades del 16S y 23S del ARNr. 

3.3.2 Fragmentación del ARNm  
 
Luego del tratamiento con RNAsa, se observó un incremento en la población de 

fragmentos de ARN en el rango de 150 a 200 nt, lo cual indica la efectividad del 

tratamiento. Este efecto se puede apreciar en el desplazamiento de la curva azul (ARNm 

depletado y fragmentado) en comparación con la curva roja (ARNm depletado pero no 

fragmentado) en la figura 31. Es importante destacar que la obtención de fragmentos de 

ARNm en el rango de 200 nt es crucial para lograr una correcta ligación con los 

adaptadores utilizados durante el proceso de secuenciación. 

23S
16S

23S
16S

23S
16S

23S
16S

23S
16S
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Figura 31. Cromatogramas de ARNm depletado y purificado de UYPR2.512. 

Paneles A, B y C en ausencia de luteolina y paneles D, E y F, en presencia de luteolina. Sin fragmentar 

(curva roja) y luego de ser fragmentado (curva azul). El corrimiento en la curva azul hacia la derecha 

demuestra una correcta fragmentación del ARNm depletado del tamaño deseado. Los rectángulos indican 

los fragmentos de 200nt esperados, para cada una de las muestras, luego de la fragmentación enzimática. 

3.3.3 Obtención del ADNc 
 
Una vez obtenido el ARN enriquecido en ARNm y fragmentos del tamaño adecuado, el 

siguiente paso consistió en la obtención del ADNc. Para ello, se realizó una optimización 

de la cantidad de ARN requerida para obtener una alta proporción de fragmentos de 

ADNc con el tamaño deseado (Fig. 32). Se obtuvo un mayor porcentaje de fragmentos 

del tamaño esperado al utilizar una dilución 1:10 del ARN (Fig. 32-C), por lo tanto, se 

decidió continuar trabajando con esta dilución. Al aplicar estos parámetros, se logró 

A B

C D

D E
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obtener un alto porcentaje de fragmentos de ADNc con el tamaño deseado (relación 

60/160 nt igual a 7%). 

 
 
Figura 32. Librería de ADNc amplificada de UYPR2.512. 

Se indican en: (A) ADNc dilución 1:1000, (B) dilución 1:100 y (C) dilución 1:10. El recuadro de color negro 

en C, indica la alta población de fragmentos de ADNc con un tamaño esperado entre 100-150 nt. Se 

muestra una sola muestra representativa. Se realizaron triplicados biológicos. 
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3.3.4 Análisis transcriptómico de UYPR2.512 en presencia de luteolina   
 
3.3.4.1 Primera aproximación: Secuenciación en Ion Torrent 
 
Mediante la secuenciación con la plataforma Ion Torrent se obtuvo un total aproximado 

de 250.000 de lecturas por muestra. Este resultó un número de lecturas muy inferior al 

esperado ya que se esperaba obtener aproximadamente 5 millones de lecturas/muestra. 

A su vez, el mapeo de las secuencias obtenidas contra el genoma de referencia indicó 

que, alrededor del 80-85% de las lecturas, correspondían a ARNr.  

Se identificaron un total de 52 genes expresados diferencialmente (DEG), de los cuales 

20 fueron sobre-expresados (logFC > 2 y valor de p ajustado (FDR) < 0,05), y 32 sub-

expresados (logFC < -2 y valor de p ajustado < 0,05) (Tabla 17 y 18), respectivamente.  
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Tabla 17. Genes sobre-expresados en presencia de luteolina.  

Se indican la descripción del gen, log FC, FC I/C (inducido versus control) y valor de p (FDR). 

 

 

 
 

Descripción del gen Nombre del 
gen 

logFC FC I/C valor de p 
(FDR) 

ABC-type multidrug transport system 
permease component 

lsei_0057 4,54 
 

23,20 0,05 

Mobile element protein NA 4,51 
 

22,77 0,04 

Putative protein-S-isoprenylcysteine 
methyltransferase 

NA 3,67 12,71 3,78E-03 
 

UDP-glucose 4-epimerase (EC 5.1.3.2) NA 3,3 
 

9,84 
 

0,01 
 

Hypothetical protein NA 2,86 
 

7,27 0,05 

Probable transmembrane protein NA 2,8 
 

6,98 0.,3 

Regulatory protein LysR NA 2,8 
 

6,98 0,03 

Hypothetical protein NA 2,41 
 

5,32 8,25E-03 

Curli production assembly/transport 
component CsgG 

csqG 
 

2,39 
 

5,25 
 

0,02 

Nodulation protein U (EC 2.1.3) nodU 2,21 
 

4,64 1,39E-05 

FIG028593: membrane protein NA 2,04 
 

4,12 0,02 

Nodulation ABC transporter NodI nodI 1,98 
 

3,96 0,02 

2-hydroxychromene-2-carboxylate 
isomerase 

doxJ 
 

1,68 
 

3,20 
 

0,04 
 

Vibrioferrin amide bond forming protein 
PvsD/ Siderophore synthetase superfamily  

NA 1,54 
 

2,91 
 

1,52E-03 
 

Thioredoxin reductase (EC 1.8.1.9) trxB 1,5 
 

2,83 7,42E-03 

Glucose-6-phosphate isomerase (EC 
5.3.1.9) 

NA 1,5 
 

2,83 
 

0,03 

Vibrioferrin decarboxylase protein PvsE pvsE 
 

1,21 
 

2,32 
 

0,04 

FIG000325: clustered with transcription 
termination protein NusA 

nusA 
 

1,17 
 

2,25 
 

0,04 

Histone-like protein NA 1,13 
 

2,19 0,03 

Predicted ATPase related to phosphate 
starvation-inducible protein PhoH 

phoH 
 

1,04 
 

2,05 
 

0,02 
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Tabla 18. Genes sub-expresados en presencia de luteolina.  

Se indican la descripción del gen, log FC, FC I/C (inducido versus control) y valor de p (FDR). 

Descripción del gen Nombre 
del gen 

logFC FC I/C Valor de p 
(FDR) 

Threonyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.3) NA -1,06 
 

-2,09 0,03 

FIG000859: hypothetical protein YebC yebC -1,22 
 

-2,33 0,05 

Acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.8.7) NA -1,26 
 

-2,39 0,03 

Hypothetical protein NA -1,28 
 

-2,43 0,04 

Soluble lytic murein transglycosylase precursor (EC 
3.2.1) 

slt -1,37 
 

-2,58 0,04 

Cytoplasmic axial filament protein CafA and 
Ribonuclease G (EC 3.1.4) 

NA -1,41 
 

-2,66 0,05 

IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) 
/Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide 
formyltransferase (EC 2.1.2.3) 

purH/NA -1,47 
 

-2,77 0,01 

Glucans biosynthesis protein G precursor mdoG -1,48 
 

-2,80 0,04 

Anaerobic dehydrogenases typically 
selenocysteine-containing 

cgl0529 
 

-1,48 
 

-2,80 
 

0,04 

FIG01285306: hypothetical protein NA -1,62 
- 

-3,08 8,18E-03 

Outer membrane lipoprotein carrier protein LolA lolA -1,64 
 

-3,11 0,04 

Cell division protein NA -1,64 
 

-3,11 0,04 

Predicted transcriptional regulator for fatty acid 
degradation FadP TetR family 

fadP -1,68 
 

-3,20 0,02 

Phosphate:acyl-ACP acyltransferase PlsX plsX -1,73 
 

-3,31 3,11E-03 

Ribosomal large subunit pseudouridine synthase B 
(EC 4.2.1.70) 

rluB 
 

-1,79 
 

-3,47 
 

1,77E-03 
 

Chaperonin 33kDa (Heat shock protein 33) (HSP33) hsp33 -1,94 
 

-3,83 0,03 

Ribonucleotide reductase of class II (coenzyme 
B12-dependent) (EC 1.17.4.1) 

nrdJ 
 

-1,98 
 

-3,95 
 

9,35E-03 
 

Iron-sulfur cluster regulator IscR iscR -2,08 
 

-4,23 0,05 

3-ketoacyl-CoA thiolase (EC 2.3.1.16) acaa2 -2,18 
 

-4,54 0,04 

Cobalt/zinc/cadmium efflux RND transporter 
membrane fusion protein CzcB family 

czcB 
 

-2,18 
 

-4,55 0,04 

NADPH:quinone oxidoreductase nqr -2,24 
 

-4,71 9,19E-03 

Peptide chain release factor  prfB -2,24 
 

-4,71 0,01 

Dioxygenases related to 2-nitropropane 
dioxygenase 

sy1_21710 -2,28 
 

-4,86 0,03 

Nitrate/nitrite transporter narK -2,28 
 

-4,86 0,03 

Dipeptide-binding ABC transporter periplasmic 
substrate-binding component (TC 3.A.1.5.2) 

hbzs_101840 
 

-2,36 
 

-5,13 
 

0,03 
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Descripción del gen Nombre 
del gen 

logFC FC I/C Valor de p 
(FDR) 

Putative helicase NA -2,37 
 

-5,17 0,03 

Hypothetical protein NA -2,59 
 

-6,03 2,89E-03 

Hypothetical protein NA -2,79 
 

-6,91 0,04 

Hypothetical protein NA -2,79 
 

-6,91 0,04 

Respiratory nitrate reductase beta chain (EC 
1.7.99.4) 

rr42_m1771 -3,25 
 

-9,49 2,23E-04 

Mobile element protein NA -5,19 
 

-36,43 0,05 

 

Dado el bajo nivel de cobertura de secuencia obtenido utilizando la plataforma Ion 

Torrent, se tomó la decisión de repetir el experimento utilizando la tecnología de Illumina 

para la secuenciación. En esta ocasión, los ARN extraídos se enviaron a Macrogen Inc, 

quienes generaron las librerías y llevaron a cabo la secuenciación de los ADNc. Se 

obtuvo un promedio de 27 millones de lecturas, cada una con una longitud de 100 pb por 

muestra. Se logró mapear más del 95% de las lecturas para cada muestra en el genoma 

de referencia, y más del 85% se alinearon con secuencias codificantes anotadas (Tabla 

19). 

 
Tabla 19. Características generales de las secuencias obtenidas. 

Se muestra el total de lecturas obtenidas para cada muestra y el número de secuencias mapeadas contra 

el genoma de referencia en cada caso. 
Muestra Número total de 

lecturas 
secuenciadas en 
ambos extremos 

Número de lecturas 
de ambos extremos 

mapeadas en el 
mismo transcrito 

Número de 
lecturas de ambos 

extremos 
mapeadas en otro 

transcrito 

Número de 
lecturas 

mapeadas en un 
solo extremo 

% 
mapeo 

Control 1 23.402.250 19.797.557 1.913.459 1.343.854 95,28% 

Control 2 27.610.809 25.148.200 1.071.910 1.133.015 97,01% 

Control 3 26.942.222 23.890.190 2.037.566 1.002.542 98,10% 

Luteolina 1 24.894.361 22.507.441 1.396.324 921.207 97,87% 

Luteolina 2 30.626.823 26.826.430 2.365.994 1.315.292 97,46% 

Luteolina 3 28.420.362 25.549.257 1.656.514 1.002.682 97,49% 
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El PCA permitió discriminar las muestras según su condición, revelando una clara 

proximidad entre las muestras tratadas con luteolina (Fig. 33). La primera dimensión del 

PCA explicó el 88,6% de la variabilidad y separó de manera precisa las muestras de 

control 1 y 2 de las muestras tratadas con luteolina. La segunda dimensión completó la 

separación al distinguir las muestras de control 3. Estos resultados indican que existe 

una mayor variabilidad en la expresión génica entre las muestras de control en 

comparación con las muestras tratadas con luteolina. 

 
Figura 33. Análisis de componentes principales (PCA). 

La dimensión 1 explica el 86.9% de la variabilidad y separa correctamente las muestras de control 1 y 2, 

de las tratadas con luteolina, mientras que la dimensión 2 separa las muestras de las muestras control. 

3.3.5 Análisis de la expresión diferencial de genes 
 
Se observaron un total de 145 genes diferencialmente expresados (DEG), en cultivos de 

UYPR2.512 en presencia de luteolina, de los cuales 73 genes corresponden a genes 

sub-expresados y 72 a genes sobre-expresados (Tabla S2 y S3 complementarias de los 

Anexos). El gráfico del volcán permitió identificar los genes expresados diferencialmente 

(Fig. 34). Por ejemplo, al graficar el -log2FC en el eje horizontal (logaritmo del cambio en 

la expresión) y en el eje vertical su significancia estadística (-log10 valor de p ajustado), 

permitió identificar los genes que muestran cambios significativos en su expresión en 

presencia de luteolina en comparación con la condición control. Los puntos en la parte 

A B
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superior del volcán (en color rojo y azul) indican genes con alta significancia estadística, 

lo que implica una diferencia en su expresión en comparación con el control.  

A su vez, los puntos en los extremos izquierdo y derecho del volcán representaron los 

genes que experimentan los mayores cambios en su expresión. Estos genes pueden 

tener una mayor relevancia biológica debido a la magnitud de su cambio en comparación 

con los genes ubicados en el centro del volcán. 

Por otro lado, los puntos ubicados en la región superior izquierda del volcán 

correspondieron a genes están significativamente sobre-expresados, mientras que los 

correspondientes a genes en la región superior derecha están significativamente sub- 

expresados, lo que sugiere que dichos genes pueden estar regulados de manera positiva 

o negativa, respectivamente, en respuesta a las condiciones experimentales.
 

 
Figura 34.  Diagrama de volcán mostrando los genes diferencialmente expresados (DEG) en presencia de 

luteolina. 

En el diagrama se grafica la tasa de cambio (log2FC luteolina/control) versus la significancia estadística 

para cada gen (-log10 del valor p ajustado). Los puntos de color azul y de color rojo, corresponden a los 

genes que satisfacen los dos criterios utilizados de FC y el estadístico.  En color negro, se indican genes 
que no satisfacen el criterio de FC, y se detectan con el mismo nivel tanto en presencia como en ausencia 

de luteolina. 

Functional enrichment analysis

In order to explore the bacterial response to the presence
of luteolin, DEGs were classified into COGs functional
categories (Fig. 6) and assigned to KEGG pathways
(Table 3) using eggNOG-mapper (Huerta-Cepas
et al., 2017, 2019). Using this approach, we were able to
categorize most of the downregulated DEGs (83.5%) and
65% of upregulated DEGs. Interestingly, the 145 DEGs
were distributed among 20 COGs categories indicating a
wide effect of luteolin over UYPR2.512 cellular functions.
The enrichment analysis based on COGs categories indi-
cated that categories C (Energy Production and Conver-
sion) and P (Inorganic Ion Transport and Metabolism)
were statistically enriched by luteolin treatment when
considering all DEGs. When only downregulated DEGs
are used, categories C and E (Amino Acid Metabolism
and Transport) were found enriched, while upregulated
DEGs based analysis indicates that the Z category
(Cytoskeleton) was the only enriched category. However,
it should be noted that 26 upregulated genes were not
classified into any COG category, suggesting that this
analysis probably underestimated the number of
upregulated functions.
To further dissect the effect of luteolin over UYPR2.512

metabolism we also examined the participation of DEGs
in KEGG pathways (Table 3). Enrichment analyses indi-
cated that most enriched pathways among down-
regulated DEGs belonged to the Metabolism class,
including Carbohydrate, Energy, Nucleotide and Amino
acid metabolism. These results are in line with the

previous COGs category-based analysis and suggest
that UYPR2.512 metabolism is one of the main cellular
processes affected by luteolin exposure. In contrast to
this, the Environmental Information Processing Class
was the most represented class among the KO pathways
among upregulated DEGs (Table 3). These results agree
with the proposed function of luteolin as a signal for
UYPR2.512.

Genes induced by luteolin

The large amount of upregulated DEGs that remained
out of the above classification prompted us to analyse in
more detail the effect of luteolin. Sixteen genes belonging
to the pCne512e (pSym) plasmid were induced in the
presence of luteolin (Table 2). As expected, among the
induced genes we found eight encoding proteins involved
in the biosynthesis of the Lipo-Chito-Oligosaccharides
skeleton (nodABC), modification (nodHQ) and transport
(nodIJS) of the NFs (Poinsot et al., 2016). The nodulation
protein A (nodA; ID = 4627) and the nodulation protein C
(nodC; ID = 4631) encoding genes, involved in chitin oli-
gosaccharide synthase and acyltransferase, showed a
4.22- and 2.84-fold change respectively. In addition to
these genes, the nodB gene (ID = 4632) coding for a
polysaccharide deacetylase was shown to have a
2.43-fold change, but with a non-significative p-adjusted
value of 0.097. On the other hand, the expression of
nodD remains unchanged (!1.14-fold change, p-
adjusted value = 0.78) in the presence of luteolin, as has

Fig. 3. Differential gene expression analysis. DEGs estimated by edgeR are shown in red (upregulated genes: FC >2 and p-adjusted value
<0.05) and in blue (downregulated: FC < !2 and p-adjusted value <0.05). Data behaviour is represented as Scatter (A) or Volcano (B) plots.
[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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Con el fin de visualizar patrones, tendencias y variaciones en la expresión de los genes 

en todas las muestras, se generó un Heat map. Se utilizaron diferentes colores para 

distinguir la expresión de cada gen, y la intensidad del color se relaciona con la tendencia 

de expresión de dicho gen. 

 

En la Figura 35A se muestra el Heat map correspondiente a la expresión de 145 DEG, 

tanto sub-expresados como sobre-expresados en presencia de luteolina. Este análisis 

reveló la presencia de dos clusters. Un primer clúster que incluye los grupos LUT1, LUT2 

y LUT3, y un segundo cluster que incluye los grupos CON1, CON2 y CON3. Estos 

clusteres agruparon los genes según su nivel de expresión. Además, el color verde y 

marrón representa los niveles de expresión de los genes sobre-expresados y sub-

expresados, respectivamente. Al analizar la Figura 35A, se observó una diferencia en los 

niveles de expresión entre ambos clústeres, e incluso entre los triplicados biológicos de 

cada clúster, lo que indicó una regulación dinámica diferente entre genes sobre-

expresados y sub-expresados. 

Además, al graficar la distribución de los valores de expresión normalizada (FPKM) para 

cada DEG, se observó que los genes sub-expresados correspondían a genes altamente 

expresados en la condición de control (mediana de 867 FPKM), cuya expresión 

disminuyó en presencia de luteolina (mediana de 223 FPKM) (Fig. 35B). Por otro lado, 

los DEG sobre-expresados correspondían a genes con una expresión muy baja en la 

condición de control (mediana de 5,9 FPKM), cuya expresión se indujo en presencia de 

luteolina (mediana de 21 FPKM), aunque siempre por debajo de los valores de expresión 

normalizada de los genes reprimidos. Estos hallazgos indican que la luteolina ejerce un 

doble efecto regulador sobre la expresión génica en UYPR2.512, no solo induciendo la 

expresión de un número significativo de genes que estaban prácticamente inactivos, sino 

también reduciendo los niveles de ARNm de un número importante de genes que tenían 

una expresión alta en ausencia del flavonoide. 
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Figura 35. Comparativa de los niveles de expresión de los genes expresados diferencialmente. 

Se indican en: (A) Heat map de la expresión de los 145 genes DEG en presencia de luteolina. En color 

verde y marrón se indican los niveles de expresión de los genes sobre-expresados y sub-expresados 

respectivamente. Se indica el nombre de los 10 genes con mayor tasa de cambio en cada condición. (B) 
Diagrama de caja de la expresión normalizada (FPKM) de genes sub-expresados en color azul y sobre-

expresados en color rojo, en ausencia y presencia de luteolina. Se indican las medianas de los FPKM.  

Además, se observó una distribución particular de los genes sobre-expresados y sub- 

expresados entre los replicones. El 86,3% de los genes sub-expresados se encontraron 

en el chr1, mientras que los genes sobre-expresados se distribuyen de manera más 

equitativa entre el chr1, el chr2 y el plásmido simbiótico (pSym) y en el resto de los 

replicones (25%, 33%, 22% y 20%, respectivamente) (Tabla 20). Esta distribución no es 

been previously described for other rhizobia (Loh and
Stacey, 2003). Additional genes encoding for proteins
involved in NFs decorations were found to be
upregulated, such as a sulfotransferase (nodH;
ID = 4628), adenylylsulfate kinase (nodQ; ID = 4624), N-
methyltransferase (nodS; ID = 4626) and a car-
bamoyltransferase (nodU; ID = 4625), which showed a
3.95-, 3.74-, 4.41- and 3.76-fold change respectively.
These genes are involved in NFs modification as O-
sulfation, N-methylation and carbamoylation respectively
(Folch-Mallol et al., 1996; Laeremans et al., 1996;
Poinsot et al., 2016). Consequently, we also observed

Fig. 4. Expression asymmetries between downregulated and upregulated genes.
A. Expression heatmap of the 145 DEGs. Samples were properly clustered using Euclidean distance separating control samples (CON1-3) from
luteolin-treated samples (LUT1-3). Top 10 upregulated and downregulated genes names are indicated.
B. Boxplot showing RPKM expression of downregulated (blue) and upregulated genes (red) in each condition. [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

TABLE 2. DEGs distribution among the assembled genome.

Upregulated Downregulated

chr1 18 25.0% 63 86.3%
chr2 24 33.3% 8 11.0%
pCne512e (Sym) 16 22.2% 1 1.4%
pCne512d 2 2.8% 1 1.4%
pCne512c 1 1.4% 0 0.0%
pCne512b 7 9.7% 0 0.0%
pCne512a 4 5.6% 0 0.0%
Total 72 73

Upregulated and downregulated genes (FC >2 or <!2 respectively,
and p-adjusted value <0.05) distribution among assembled contigs.

© 2021 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd., Environmental Microbiology
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aleatoria si consideramos el número de genes anotados en cada replicón. Los genes 

sub-expresados se enriquecieron a lo largo del chr1 (prueba exacta de Fisher, valor de 

p < 1,0E-05), mientras que los genes sobre-expresados tienen una fracción sobre 

representada de genes ubicados en el pSym (valor de p = 4,0E-04), una proporción 

esperada de genes del chr2 y una fracción subrepresentada de genes del chr1 (valor de 

p = 1,7E-03). La amplia distribución de genes inducidos versus reprimidos entre los 

replicones de UYPR2.512 sugiere una respuesta diferencial a la luteolina en diferentes 

procesos celulares. 

 
Tabla 20. Distribución de genes sobre-expresados y sub-expresados 

Se indican las cantidades de genes sobre-expresados y sub-expresados en cada uno de los replicones, y 

su porcentaje con respecto al total. 

Replicón Genes sobre-expresados Genes sub-expresados 

chr1 18 25% 63 86,3% 

chr2 24 33,3% 8 11,0% 

pCne512e (pSym) 16 22,2% 1 1,4% 

pCne512d 2 2,8% 1 1,4% 

pCne512c 1 1,4% 0 0% 

pCne512b 7 9,7% 0 0% 

pCne512a 4 5,6% 0 0% 

Total 72  73  

 
3.3.6 Análisis de enriquecimiento funcional 
 
Con el objetivo de estudiar la respuesta de UYPR2.512 a la presencia de luteolina en 

diferentes procesos celulares, se clasificaron los DEG en categorías COG (Figura 36) y 

se asignaron a las vías KEGG (Tabla 21 y 22). Se logró categorizar el 83,5% de los DEG 

sub-expresados y el 65% de los DEG sobre-expresados. Los DEG anotados se 

distribuyeron en 20 categorías COG, lo cual indicó un amplio efecto de la luteolina en las 

funciones celulares de la cepa UYPR2.512. Al realizar el análisis de enriquecimiento 

basado en las categorías COG utilizando todos los DEG, se observó un enriquecimiento 

de las categorías C (Producción y conversión de energía) y P (Transporte y metabolismo 
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de iones inorgánicos) (Fig. 36). Por otro lado, al utilizar solo los DEG sub-expresados, 

las categorías C (Producción y conversión de energía) y E (Metabolismo y transporte de 

aminoácidos) fueron las enriquecidas, mientras que al utilizar los DEG sobre-expresados, 

la categoría Z (Citoesqueleto) fue la única enriquecida (Fig. 36). Sin embargo, se 

encontró que 26 genes sobre-expresados no se clasificaron en ninguna categoría COG, 

lo que sugiere que este análisis probablemente subestimó el número de funciones 

afectadas. 

Con el objetivo de profundizar en el efecto de la luteolina sobre el metabolismo de 

UYPR2.512, se realizó un análisis de las vías KEGG en las que participan los DEG (Tabla 

21 y 22). Los análisis de enriquecimiento revelaron que la mayoría de las vías 

enriquecidas entre los DEG sub-expresados pertenecían a la clase de Metabolismo, 

incluyendo el metabolismo de carbohidratos, energía, nucleótidos, aminoácidos, 

cofactores y vitaminas (Tabla 21). Estos resultados, junto con los análisis anteriores 

basados en categorías COG, sugieren que en UYPR2.512, la clase Metabolismo es uno 

de los principales procesos celulares afectados por la exposición a la luteolina. Por otro 

lado, la clase de Procesamiento de información ambiental fue la clase más representada 

entre las vías KO, de los DEG sobre-expresados (Tabla 22). Estos resultados respaldan 

la hipótesis de que la luteolina actúa como una fuerte señal química para UYPR2.512. 
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Figura 36. Análisis de enriquecimiento funcional de las categorías COG en los genes sobre-expresados y 

en sub-expresados. 

Se muestran las categorías COG asignadas para genes sobre-expresados (en color rojo) y sub-
expresados (en color azul). Las categorías de COG estadísticamente enriquecidas que consideran todos 

los DEG, se indican con un asterisco negro, mientras que las categorías específicas de COG 

estadísticamente enriquecidas para conjuntos de datos de genes sobre-expresados o sub-expresados se 

muestran con un asterisco blanco (prueba exacta de Fisher; *: <0,05; **: <0,01). Descripción de las 

categorías COG: C – Producción y conversión de energía; D – Control del ciclo celular y mitosis; E – 

Metabolismo de aminoácidos y transporte; F – Metabolismo de nucleótidos y transporte; G – Metabolismo 

de carbohidratos y transporte; H – Metabolismo de coenzimas; I – Metabolismo de lípidos; J – Traducción; 

K – Transcripción; L – Replicación y reparación; M – Biogénesis de pared celular/membrana/envoltura; N 
– Motilidad celular; O: modificación postransduccional, recambio de proteínas, funciones de chaperona; P 

– Transporte de iones inorgánicos y metabolismo; Q – Estructura Secundaria; S – Función desconocida; 

T – Transducción de señal; U – Tráfico intracelular y secreción; Z – Citoesqueleto; NC – No clasificado.  

 
 

conserved operon presumptively implicated in flagella
biosynthesis, assembly and movement (ID = 8060 to
8073). Flagella are crucial for bacterial motility and root
colonization and have been found to be induced both by
flavonoids and root exudates in many rhizospheric bacte-
ria (Mark et al., 2005; Fan et al., 2012; Shidore
et al., 2012; Olanrewaju et al., 2019). Given the role of
flagella, this result suggests that luteolin may also influ-
ence the competitiveness of UYPR2.512 as observed in
other rhizobia (Ramachandran et al., 2011).

Among the list of upregulated genes by luteolin
(Table S4) we also found several genes implicated in
aromatic compounds metabolism: the gene dapDO
(ID = 8648) encodes a bacterial non-heme 2,40-
dihydroxyacetophenone dioxygenase and clustered with
a co-induced gene encoding a possible oxidoreductase
(ID = 8647). A putative 2-pyrone-4,6-dicarboxylic acid
hydrolase ligL (ID = 8721) and a probable vanillate

demethylase vanA (ID = 9750) were also induced in the
presence of the flavonoid signal. All these genes are
implicated in the degradation of diverse aromatic com-
pounds (Hara et al., 2000; Pérez-Pantoja et al., 2008,
2012) and could have an important role in bacterial colo-
nization and survival in plant rhizospheres (Bhattacharya
et al., 2010; Ledger et al., 2012).

Finally, an important number of induced genes from
chr2 were classified as encoding for hypothetical proteins
by the RAST annotation server. At least six of them
(IDs = 7264, 7265, 7292, 7323, 7331 and 7334) appear
as related to bacteriophage biology when analysed by
BLAST in NCBI databases.

Among the other induced genes, we observed
18 located in chr1 (Table 2). In line with the induction of
chr2 genes involved in aromatic compounds metabolism,
we found the induction of a gene coding for a xanthine
dehydrogenase iron–sulfur subunit (xdhC; ID = 1238)

Fig. 6. Functional enrichment analysis of COG categories. Assigned COG categories for upregulated (red) and downregulated genes (blue) are
shown. Statistically enriched COG categories considering all DEGs are indicated with a black asterisk, while specific statistically enriched COG
categories for upregulated or downregulated gene data sets are shown with a white asterisk. (exact Fisher test; *: <0.05; **: <0.01). COG catego-
ries description: C – Energy production and conversion; D – Cell cycle control and mitosis; E – Amino Acid metabolism and transport; F – Nucleo-
tide metabolism and transport; G – Carbohydrate metabolism and transport; H – Coenzyme metabolism; I – Lipid metabolism; J – Translation;
K – Transcription; L – Replication and repair; M – Cell wall/membrane/envelope biogenesis; N – Cell motility; O – Post-translational modification,
protein turnover, chaperone functions; P – Inorganic ion transport and metabolism; Q – Secondary Structure; S – Function Unknown; T – Signal
Transduction; U – Intracellular trafficking and secretion; Z – Cytoskeleton; NC – Non-Classified. [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]
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Tabla 21. Análisis de enriquecimiento funcional de las vías KO, en genes sub-expresados 

Se muestran la clase, subclase y vía KO enriquecida. Se indica el número de genes asignados a cada vía 

en la lista de DEG y en el número de todos los genes del genoma completo de UYPR2.512 asignados a 

cada vía. El valor de p indica el soporte estadístico que apoya el enriquecimiento de cada vía, según 
prueba exacta de Fisher p < 0,05. 

Clase Subclase Vía KO ID KO 
N.º DEG  

sub- 
expresados 

N.º 
total de 
genes 

valor de p 

Metabolismo 

Mapas 
globales 

Vías metabólicas Ko01100 27 1397 1,64E-05 

Metabolismo del 
ácido 2-

oxocarboxílico 
Ko01210 4 69 2,74E-03 

Metabolismo del 
carbono Ko01200 6 298 4,06E-02 

Biosíntesis de 
aminoácidos Ko01230 7 228 3,12E-03 

Biosíntesis de 
antibióticos Ko01130 13 488 2,05E-04 

Metabolismo 
microbiano en 

diversos ambientes 
Ko01120 13 738 9,99E-03 

Biosíntesis de 
metabolitos 
secundarios 

Ko01110 17 575 4,47E-06 

Metabolismo 
de 
carbohidratos 

Ciclo del citrato 
(TCA) Ko00020 5 60 1,47E-04 

Metabolismo del 
piruvato Ko00620 4 138 2,96E-02 

Metabolismo 
de energía 

Fosforilación 
oxidativa Ko00190 7 100 2,04E-05 

Fotosíntesis Ko00195 4 21 2,58E-05 

Vías de fijación de 
carbono en 
procariotas 

Ko00720 4 89 6,81E-03 

Metabolismo del 
azufre Ko00920 4 94 8,24E-03 

Vías de fijación de 
carbono en 
organismos 

fotosintéticos 
Ko00710 2 31 2,83E-02 

Metabolismo 
de 
nucleótidos 

Metabolismo de 
purinas Ko00230 4 141 3,17E-02 
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Clase Subclase Vía KO ID KO 
N.º DEG  

sub- 
expresados 

N.º 
total de 
genes 

valor de p 

Metabolismo 
de 
aminoácidos 

Metabolismo de 
alanina, aspartato y 

glutamato 
Ko00250 4 48 7,04E-04 

Metabolismo de 
cisteína y 
metionina 

Ko00270 4 66 2,33E-03 

Metabolismo de 
arginina Ko00220 3 36 3,44E-03 

Metabolismo de 
tirosina Ko00350 3 60 1,43E-02 

Biosíntesis de 
valina, leucina e 

isoleucina 
Ko00290 2 38 4,11E-02 

Metabolismo 
de otros 
aminoácidos 

Metabolismo de 
aminoácidos ciano Ko00460 2 20 1,23E-02 

Metabolismo 
de cofactores 
y vitaminas 

Biosíntesis de CoA 
y pantotenato Ko00770 2 39 4,31E-02 

Procesamiento 
de información 
Genética 

Plegamiento, 
clasificación y 
degradación 

Degradación de 
ARN Ko03018 3 29 1,84E-03 

Procesamiento 
de información 
del ambiente 

Transporte de 
membrana 

Transportadores 
ABC Ko02010 7 245 4,63E-03 
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Tabla 22. Análisis de enriquecimiento funcional de las vías KO en genes sobre-expresados 

Se muestran la clase, subclase y vía KO enriquecida. Se indica el número de genes asignados a cada vía 

en la lista de DEG y en el número de todos los genes del genoma completo de UYPR2.512 asignados a 

cada vía. El valor de p indica el soporte estadístico que apoya el enriquecimiento de cada vía, según 
prueba exacta de Fisher p < 0,05. 

Clase Subclase Vía KO ID KO 
N.º DEG 
sobre-

expresados 

N.º total 
de 

genes 
Valor de p 

Metabolismo 

Metabolismo 
energético 

Fijación del 
carbono Ko01710 2 31 1,72E-02 

Metabolismo 
de otros 

aminoácidos 

Metabolismo de 
los compuestos 

de selenio 
Ko01450 2 33 1,94E-02 

Metabolismo y 
degradación 

de compuestos 
xenobióticos 

Degradación de 
bisfenol Ko01363 1 1 6,52E-03 

Transporte de 
membrana 

Transportadore 
de membrana Ko01210 6 245 4,99E-03 

Procesamiento 
de información 
del ambiente 

Transducción 
de señales 

Vías de 
señalización 
con la planta 

MAPK 
Ko014016 1 6 3,85E-02 

Procesamiento 
celular 

Comunidad 
celular: 

procariotas 

Quorum 
sensing Ko012024 4 222 5,62E-02 

 

A continuación, se describirá en profundidad la composición génica de los tres replicones 

pCne512e (pSym), chr1 y chr2, los cuales albergaron la mayoría de los genes 

diferencialmente expresados. Se describirá en particular aquellos genes relacionados a 

la interacción planta-bacteria y los que son característicos del género Cupriavidus. 

 

3.3.7 Genes sobre-expresados en presencia de luteolina 
 
Las características principales de los genes que se detallarán a continuación, se incluirán 
en la tabla 23. 
 
3.3.7.1 Genes pertenecientes al pCne512e (pSym) 
 

En presencia de luteolina, se observó la sobre-expresión de ocho genes del operón nod, 

que incluyen a nodA (ID = 4627), nodC (ID = 4631), nodH (ID = 4628), nodQ (ID = 4624), 

nodS (ID = 4626), nodU (ID = 4625), nodJ (ID = 4629) y nodI (ID = 4630) involucrados 
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en la biosíntesis y exportación de los factores nod (NFs) [109]. Al comparar las 

condiciones de control con las condiciones en presencia de luteolina, se observó un 

aumento en el número de lecturas asignadas a lo largo del operón nod, reflejando una 

amplia cobertura de lecturas (Fig. 37). En este contexto, todos los genes del operón nod 

mostraron una regulación positiva significativa en sus niveles de expresión (valor de p 

ajustado < 0,05), excepto el gen nodB (ID = 4632), el cual codifica para una polisacárido 

desacetilasa. En este caso se observó un FC = 2,43, pero con un valor  p valor ajustado 

de 0,096, el cual es mayor al criterio de significancia estadística seleccionado (FDR < 

0,05). Por otro lado, la expresión del gen nodD no presentó cambios significativos (FC = 

1,14 y un valor de p ajustado = 0,78) en presencia de luteolina, lo cual ha sido descrito 

previamente en otros rizobios [329]. 
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Figura 37. Comparación de la expresión de los genes nod en presencia y en ausencia de luteolina. 

.Se presenta la cobertura de lectura del operón nod en las seis muestras analizadas, utilizando la misma 

escala. Se puede observar una baja cobertura de lecturas en las tres muestras de control en comparación 

con las muestras en presencia de luteolina, donde las tres réplicas muestran un incremento en la cantidad 

de lecturas mapeadas en todos los genes del operón. 

 

 
the induction of two genes encoding for proteins involved
in NFs transport (Poinsot et al., 2016): the efflux ABC
transporter permease protein (nodJ; ID = 4629) and an
efflux ABC transporter ATP-binding protein (nodI;
ID = 4630) respectively. Upstream of the nod operon, we
also found the induction of a gene (hdcP; ID = 4622)
annotated as a conserved hemerythrin domain-containing
protein of unknown function but with some identity to
transcriptional regulators of the Rrf2 family (Aravind
et al., 2005). Interestingly we also found the induction of
a dnaE2 homologue (ID = 4461), encoding for the
alpha subunit of an error-prone DNA polymerase III

(Lo et al., 2004) involved in DNA repair during the SOS
response in bacteria (Baharoglu and Mazel, 2014). The
remaining induced genes present in pCne512e are
related to insertion-sequences elements (mobile element,
transposase, integrases), a common feature of the sym-
biotic plasmid in many rhizobia (Viprey et al., 2000;
Capela et al., 2001; Gonz!alez et al., 2006; Young
et al., 2006; Amadou et al., 2008; Lozano et al., 2010).
To further validate the observed nod operon regulation,
we decided to perform qPCR analysis for the expression
of the nodS gene (ID = 4626). We also analysed the
expression levels of the upstream hdcP gene
(ID = 4622). In agreement with the RNA-Seq results, this
independent experiment showed that the relative amount
of mRNA for both genes was significantly increased in
the presence of luteolin (Fig. S6).

Additionally, we observed the induction of 23 genes
located in chr2 (Table 2). Among these, we found three
genes (IDs = 6913, 6954 and 9794) encoding for possi-
ble transcriptional regulatory proteins of the XpsR family
(Huang et al., 1998). These three genes were linked with
the biosynthesis of rhamnose-containing polysaccha-
rides. EPS have an important role in rhizobia both in the
free-living stage and during the first steps of the
rhizobium–legume interaction (Janczarek et al., 2015).
Under our experimental conditions, we also observed the
induction of a gene encoding a putatively exported hypo-
thetical protein containing a laminin-G domain
(ID = 9275), which has important roles in cell adhesion
and thus could be involved in the forthcoming interaction
with the plant. We also observed the induction of three
genes that encode for permease proteins of the high-
affinity BCAA ABC transport systems; livM1 (ID = 8690)
located in chr2, livM2 (ID = 5931) and livH (ID = 5932)
located in pplas 3. This result indicates that luteolin could
be modulating BCAAs transport in UYPR2.512, and
accordingly we observed that amino acid metabolism and
ABC transports are enriched subclasses and pathways
respectively, among upregulated genes (Table 3). Two
additional induced genes (ID = 8691 and ID = 8692)
were detected adjacent to livM1 (ID = 8690). The first
(ID = 8691) encodes for a putative protein-S-
isoprenylcysteine methyltransferase transmembrane
protein proposed to have a role in lipid and lipopolysac-
charide modifications (Boon Hinckley et al., 2005; Need-
ham and Trent, 2013) and suggest possible modifications
in UYPR2.512 membranes after luteolin exposure. In
turn, trxB (ID = 8692) encodes a conserved thioredoxin
reductase implicated in the detoxification of reactive oxy-
gen species, protein post-translational modification, pro-
tein turnover and chaperones (Arnér and Holmgren,
2000; Alloing et al., 2018). We also found that in the pres-
ence of luteolin, the expression of flaG (ID = 8061) was
induced. The flaG gene encoded in chr2 is part of a

Fig. 5. Induction of nod operon gene expression by luteolin. The
read coverage over the nod operon is shown for the six samples
analysed, using the same scale. While in the three control samples,
read coverage along the nod operon is low, in the presence of
luteolin the three replicates show a high increase in the amount of
reads mapping in all operon gene members. All members of the nod
operon showed a significant increase in their expression (p-adjusted
value <0.05) with FC values ranging between 2.84 and 4.41, except
for nodB that showed a 2.43-fold change but a non-significant p-
adjusted value of 0.097 (p-value = 0.028), as is shown in the lower
panel. See Table S4 for further details. [Color figure can be viewed
at wileyonlinelibrary.com]
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Aguas arriba del operón nod, se detectó sobre-expresión del gen hdcP (ID = 4622), el 

cual está anotado como una proteína con un dominio de hemeritrina conservado, del cual 

se desconoce su función, pero comparte cierta similitud con reguladores 

transcripcionales de la familia Rrf2 [330]. Además, incluido en el pSym, se identificó un 

homólogo del gen dnaE2 (ID = 4461), el cual codifica para la subunidad alfa de la ADN 

polimerasa III, una enzima involucrada en la reparación del ADN durante la respuesta 

SOS en bacterias [331]. 

En cuanto a los otros genes sobre-expresados, se observó que la mayoría estaban 

relacionados con secuencias de inserción, elementos móviles, transposasas e 

integrasas, características comunes en los plásmidos simbióticos de muchos rizobios 

[164], [332]. Sin embargo, la función biológica de estos genes está poco estudiada. 

 

3.3.7.2 Genes pertenecientes al chr2 
 

Entre los 24 genes ubicados en el chr2, se identificaron tres genes (ID = 6913, 6954 y 

9794) que codifican para proteínas reguladoras posiblemente pertenecientes a la familia 

XpsR [333]. Estos tres genes están relacionados con la biosíntesis de un polisacáridos 

rico en ramnosa, componente clave de los EPS, el cual desempeña un papel importante 

en los rizobios durante el estado de “vida libre” y en los primeros pasos de la interacción 

rizobio-leguminosa [334]. A su vez, se observó la sobre-expresión de un gen que codifica 

para una posible proteína extracelular con un dominio de laminina-G (ID = 9275), la cual 

desempeña un papel importante en la adhesión celular. Por lo tanto, esta proteína podría 

estar involucrada en la interacción con la planta y en los procesos de adhesión durante 

la simbiosis. También, se observó la inducción del gen flaG (ID = 8061), el cual forma 

parte de un operón conservado y se sugiere que está implicado en la biosíntesis, 

ensamblaje y movimiento de flagelos (ID = 8060 a 8073).  

 

Además, se identificaron tres genes sobre-expresados implicados en el transporte de 

aminoácidos de cadenas ramificadas (BCAAs). Estos genes incluyen a livM1 (ID = 8690), 

ubicado en el chr2, y livM2 (ID = 5931) y livH (ID = 5932). Estos genes codifican para 

permeasas de los sistemas de transporte ABC de alta afinidad para aminoácidos de 
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cadenas reamificadas (BCAAs, de sus siglas en inglés Branched-Chain Amino Acids). 

Este hallazgo sugiere que la luteolina podría modular el transporte de BCAAs en la cepa 

UYPR2.512, lo cual concuerda con la observación de que las categorías Metabolismo de 

aminoácidos y transportadores tipo ABC están enriquecidas entre los genes sobre-

expresados. 

Se detectaron dos genes adicionales sobre-expresados (ID = 8691 e ID = 8692) 

adyacentes a livM1 (ID = 8690). El primero (ID = 8691) codifica para una posible proteína 

transmembrana anotada como S-isoprenil cisteína metiltransferasa, la cual estaría 

involucrada en modificaciones de lípidos y lipopolisacáridos [335] y en modificaciones de 

las membranas. Además, se identificó un gen trxB (ID = 8692), que codifica para una 

tiorredoxina reductasa conservada, implicada en la desintoxicación de especies reactivas 

de oxígeno, la modificación postraduccional de proteínas, el recambio de proteínas y las 

funciones de chaperonas [336]. 

 

Entre los genes sobre-expresados en presencia de luteolina, también se observaron 

genes implicados en el metabolismo de compuestos aromáticos. El gen dapDO (ID = 

8648) el cual codifica para una 2,4'-dihidroxiacetofenona dioxigenasa bacteriana, la cual 

se coinduce con un gen que codifica para una posible oxidorreductasa (ID = 8647). 

Además, se encontraron genes que codifican para una supuesta proteína ligL con función 

de hidrolasa de ácido 2-pirona-4,6-dicarboxílico (ID = 8721) y para una probable vainillato 

desmetilasa, codificada por vanA (ID = 9750). Todos estos genes están implicados en la 

degradación de compuestos aromáticos [86], [89] y podrían desempeñar un papel 

importante en la colonización y supervivencia bacteriana en las rizosferas vegetales 

[258]. 

 

Además, un número significativo de genes sobre-expresados en el chr2 (32) codificaron 

proteínas hipotéticas según el servidor web RAST. Sin embargo, al menos seis de ellos 

(ID = 7264, 7265, 7292, 7323, 7331 y 7334) están relacionados con la biología de 

bacteriófagos cuando se analizan mediante BLAST. 
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3.3.7.3 Genes pertenecientes al chr1  
 
Entre los otros genes sobre-expresados, se observó la inducción de xdhC (ID = 1238), 

que codifica para una subunidad hierro-azufre de la xantina deshidrogenasa, implicada 

en el metabolismo de las purinas y para una posible salicílico-CoA 5-

hidroxilasa/oxidorreductasa bifuncional codificada por el gen abmA (ID = 2893), 

implicada en la degradación del ácido salicílico [89]. Estas funciones estarían 

relacionadas con la degradación de compuestos aromáticos, complementando lo 

observado para varios genes ubicados en el chr2. 

A su vez, se identificaron varios genes involucrados en el metabolismo de metales 

pesados. Dentro de ellos, los genes chrA (ID = 6559) y chrB (ID = 9271) han sido 

descritos como genes implicados en la resistencia al cromato, expulsándolo desde el 

citoplasma bacteriano [242]. Además, se observó la inducción de actP (ID = 49) que 

codifica un transportador de Cu+2 tipo P, el cual pertenece a la familia CPx) [337], una 

proteína periplásmica Cu-ATPasas codificada por cusF/copA (COG5569; ID = 2613) y 

un homólogo de copQ (ID = 101), propuestos como involucrados en la resistencia al 

cobre en C. metallidurans [78]. Junto con actP (ID = 49), se indujo la expresión de copZ 

(ID = 50), que codifica para una chaperona de cobre, y cueR (ID = 48), que codifica para 

un regulador transcripcional sensible a Cu(I), lo que sugiere una respuesta coordinada 

de la homeostasis del cobre ante la presencia de luteolina. También se observó la 

inducción del ttgR (ID = 130), que codifica un regulador transcripcional miembro de la 

familia TetR, posiblemente implicado en la regulación de sistemas transportadores de 

extrusión de compuestos tóxicos [338]. 

Finalmente, se observaron tres genes (ID = 2335, ID = 2336 e ID = 2625) los cuales están 

involucrados en diferentes metabolismo bacterianos. El gen ldh2 (ID = 2335) que codifica 

para la enzima L-lactato deshidrogenasa, responsable de la conversión reversible de 

piruvato en lactato) [339]. El gen yhbL (ID = 2336) codifica para un translocador de 2-

oxoglutarato/malato, mientras que bglS (ID = 2625) codifica para una supuesta glicosil 

hidrolasa extracelular de la Familia 3 [340]. Debido a la importancia de las enzimas 

hidrolíticas en la colonización de la rizosfera por microorganismos [341] sería 
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particularmente interesante investigar el papel del homólogo bglS durante la colonización 

de las raíces de leguminosas por la cepa UYPR2.512. 

 
Tabla 23. Genes sobre-expresados en presencia de luteolina. 

Se indican replicón en el que se encuentran, ID del gen, nombre del gen y función asociada. ND 
corresponde a nombre del gen no determinado. 

Replicón ID del gen Nombre del gen Función asociada 
pCne512e 

(pSym) 
4624 al 4632 nodA, nodC, nodH, 

nodQ, nodS, nodU, 
nodJ, nodI, nodB 

Biosíntesis y transporte de NFs 

4461 Homólogo a hdcP Reparación del ADN 
6913, 6954,   9794 Sin nombre Biosíntesis de polisacáridos (reconocimiento 

rizobio-leguminosa) 

Chr2 9275 ND Adhesión celular 
8061 flaG Biosíntesis, ensamblaje y movimiento de flagelos 

8690 livM1 Sistemas de transporte ABC de alta afinidad para 
BCAAs 

8691 ND Modificaciones de lípidos y lipopolisacáridos, y 
proteínas de membrana 

8692 trxB Desintoxicación de especies reactivas de 
oxígeno, la modificación postraduccional de 

proteínas 
pCne512a 5931, 5932 livM2, livH Sistemas de transporte ABC de alta afinidad para 

BCAAs 

8648, 8721, 9750 dapDO, ligL, vanA Metabolismo de compuestos aromáticos 
 Chr1 1238 xdhC 

2893 abmA 
6559, 9271 chrA, chrB Metabolismo de metales pesados 

49 actP 
2613, 101 cusF/copA y un 

homólogo de copQ 
50, 48, 130 copZ, cueR , ttgR 

2335, 2336, 2625 ldh2, yhbL bglS Metabolismo bacteriano 
 

3.3.7.4 Genes sub-expresados en presencia de luteolina      
 

Las características principales de los genes que se detallarán a continuación, se incluirán 

en la tabla 24. De los 73 genes sub-expresados, 63 estaban codificados en el chr1, ocho 

en el chr2 y uno en el plásmido pCne512e (Tabla 21). Este último codifica una posible 

proteína de unión al ADN bacteriano similar a las histonas (ID = 4557) (Tabla 24). Aunque 

la función exacta de estas proteínas no está clara, se ha informado que son capaces de 
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envolver el ADN y estabilizarlo frente a la desnaturalización causada por el estrés y las 

condiciones ambientales extremas [342]. 

      

Entre los 8 genes sub-expresados en el chr2, se encontró un homólogo del gen metE (ID 

= 7162), que codifica para una proteína involucrada en la biosíntesis de metionina, lo 

cual indica su participación en el metabolismo y transporte de aminoácidos. También se 

observó afectada la expresión de tctA y de tctB (ID = 7769 e ID = 7770), que junto con 

tctC, codifican para un sistema transportador de tricarboxilato tripartito (TTT) implicado 

en la adquisición de diferentes compuestos. Además, se detectó la sub-expresión de los 

homólogos de czcB (ID = 8788) y czcC (ID = 8787), que codifican para componentes del 

sistema de transporte de resistencia-nodulación-división, lo que sugiere que el transporte 

de diversos sustratos a través de las membranas se ve afectado en presencia de 

luteolina. 

También se observó la sub-expresión de otros dos genes agrupados (ID = 9006 e ID = 

9007). El primer gen codifica para una proteína hipotética involucrada en la formación de 

pseudouridina en el metabolismo bacteriano [343] y el otro gen codifica para una posible 

2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehído descarboxilasa (ID = 9007) implicada en el 

metabolismo de compuestos aromáticos [344]. 

 

Finalmente, se observó la sub-expresión del gen fur (ID = 8372), el cual codifica para una 

probable proteína reguladora de la captación de hierro. En dicho contexto, otros 10 genes 

relacionados con el metabolismo del hierro también se observaron sub-expresados, 

ubicados en el chr1. Estos incluyen un posible operón (ID = 2940 al 2943) que codifica 

para las proteínas TonB, ExbB y ExbD, las cuales están involucradas en el transporte 

activo de sustratos a través de la membrana externa [256], así como un probable receptor 

de membrana externa para la hemina. 

En relación con la adquisición de hierro, se observó la sub-expresión del gen (ID = 1031) 

que codifica para un transportador de tipo ABC para el ión hierro férrico, un gen (ID = 

1663) que codifica para una posible proteína de membrana regulada por hierro, y un 

homólogo de fecA (ID = 3656), el cual codifica para un receptor de sideróforo-hierro. 

También se observó la sub-expresión del gen pvsA (ID = 241) implicado en la biosíntesis 
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de sideróforos [345] del gen bfd (ID = 577) que codifica para una ferredoxina asociada a 

bacterioferritina y del gen sod (ID = 897) el cual codifica para una superóxido dismutasa 

de hierro.  

 

Entre los genes sub-expresados, codificados en el chr1 se encontraron 9 genes 

relacionados con la producción de energía. Estos incluyen dos genes homólogos de atpH 

(ID = 18 e ID = 4231) y atpF (ID = 19 e ID = 4232), que codifican para la cadena delta de 

la ATP sintasa y para la subunidad F0 de la ATP sintasa, respectivamente. Además, se 

observó la sub-expresión de los genes cox2 y cyoA1 (ID = 597 e ID =129), que codifican 

para el polipéptido II de la citocromo c oxidasa y para la subunidad II de la ubiquinol 

oxidasa del citocromo O, respectivamente. Estos resultados sugieren que el metabolismo 

energético se vio afectado en presencia de luteolina, que a su vez concuerda que las 

categorías COG que se observaron enriquecidas. 

 

Particularmente, se observó que los genes cysP (ID = 2673) y cysT (ID = 2663), 

implicados en el metabolismo del azufre y la biosíntesis de cisteína (Aguilar-Barajas et 

al., 2011), así como el gen ssuE (ID = 2671), involucrado en la adquisición de azufre a 

partir de sulfonatos de alcanos [346], se encontraban sub-expresados, lo que sugiere 

que el metabolismo de azufre también se ve afectado por la presencia de luteolina. 

 

Se observó la sub-expresión de varios genes que codifican para proteínas 

transportadoras luego de la exposición de UYPR2.512 a la luteolina. Entre ellos, se 

identificaron tres genes (ID = 119, ID = 399 e ID = 877) que codifican para posibles 

receptores periplásmicos con dominios Bug (llamados así debido a los genes de 

captación de Bordetella) (Antoine et al., 2000). Al menos uno de estos homólogos, junto 

con tctB (ID = 118), forma parte de un sistema TTT (tctABC) probablemente involucrado 

en el transporte de citrato [347]. 

 
Otra de las categorías COG que se vio enriquecida fue la del metabolismo de 

aminoácidos. En este sentido, se identificaron tres genes sub-expresados que codifican 

proteínas relacionadas con la adquisición de aminoácidos. Dos de ellos son homólogos 
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de livK (ID = 41 e ID = 3054), los cuales codifican componentes periplásmicos de los 

sistemas de transporte de BCAAs. Además, se identificó el gen metQ (ID = 2578), que 

codifica una proteína periplásmica de unión específica a metionina y el gen takp (ID = 

71), que codifica para un sistema de transporte dependiente de unión a soluto. 

A su vez, se observó la sub-expresión del gen tyrB (ID = 1380), que codifica una 

aminotransferasa de aminoácidos aromáticos, fhaA (ID = 619) y maiA (ID = 620). Estos 

últimos genes codifican para una fumarilacetoacetasa y para una maleilacetoacetato 

isomerasa, respectivamente, y están implicados en el metabolismo de la tirosina y la 

fenilalanina a través de la vía del homogentisato 

Además, se encontraron sub-expresados un gen que codifican para una L-asparaginasa 

(ID = 2243), involucrada en la biosíntesis de glutamina, glutamato, aspartato y 

asparagina, y el gen ilvC (ID = 1260), que codifica para una proteína responsable de la 

biosíntesis de BCAA, así como del gen leuA (ID = 1265), el cual juega un papel en la 

biosíntesis de leucina, isoleucina y valina. Otros genes que se observaron sub-

expresados incluyen argininosuccinato liasa (ID = 3365) y peptidil-prolil cis-trans 

isomerasa (ID = 1819), los cuales están implicados en la biosíntesis de arginina y prolina 

respectivamente, y finalmente glyA (ID = 3282) que está implicado en la biosíntesis de 

serina. 

Se observó una disminución de la expresión de tres genes involucrados en el ciclo TCA 

en presencia de luteolina, un primer gen mdh (ID = 3063) que codifica para una malato 

deshidrogenasa, el gen sdhA (ID = 3059) que codifica para una subunidad de la 

flavoproteína succinato deshidrogenasa y sucC  (ID = 825) que codifica para la subunidad 

b de la succinil-CoA ligasa (formadora de ADP). Además, se encontró una disminución 

en la expresión del gen accaD (ID = 3644) que codifica para una acetil-CoA carboxilasa, 

que cataliza el paso limitante de la biosíntesis de novo de ácidos grasos.      

 

En cuanto al metabolismo de los carbohidratos, se encontraron reprimidos en presencia 

de luteolina, un homólogo del gen pck2 (ID = 107), que codifica una fosfoenolpiruvato-

carboxiquinasa que cataliza la conversión de oxalacetato a fosfoenolpiruvato. Y el gen 

paaA (ID = 3804) que codifica para una proteína identificada como 2,3-dehidroadipil-CoA 

hidratasa, implicada en la degradación del fenilacetato (EC 4.2.1.17). 
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Finalmente, se encontraron dos genes sub-expresados, que incluyó a un gen que 

codifica el factor ρ (factor Rho) (rho; ID = 2831) implicado en la terminación de la 

transcripción, y el gen nusB (ID = 3298) que codifica para una proteína de terminación 

de la transcripción que forman parte de un complejo proteico considerado como un 

regulador del plegamiento del ARN ribosomal [348]. 

 
Tabla 24. Genes sub-expresados en presencia de luteolina. 

Se indican replicón en el que se encuentran, ID del gen, nombre del gen, y función asociada. ND 
corresponde a nombre del gen no determinado. 

Replicón ID del gen Nombre del gen Función asociada 
pCne512e 4557 ND Estabilización del ADN en 

respuesta a estrés 

chr2 7162 metE, Metabolismo y transporte 
de aminoácidos 

7769, 7770, 8788, 8787 tctA, tctB , czcB, czcC Sistemas de transporte de 
diversos sustratos 

9006, 9007 ND Metabolismo bacteriano 

9007 ND Metabolismo de 
compuestos aromáticos 

Chr1 8372, 2940 al 2943, 1031, 
1663, 3656, 241, 577, 897 

Fur, tonB, exbB y exbD, sn, sn, 
homólogo de fecA, pvsA, bfd, sod 

Metabolismo de metales  

18 y 4231,  19 y 4232, 597, 
129 

dos genes homólogos a atpH, atpF, 
cox2, cyoA1 

Producción de energía 

119, 399, 877, 118 sn, tctB Proteínas transportadoras 

1380, 619, 620, 2578, 71 tyrB, fhaA, maiA, metQ, takp Metabolismo y transporte 
de aminoácidos 

41, 3054 Homólogos a livK Transporte de 
aminoácidos 

2243, 1260, 1265, 3365, 
1819, 3282 

sn, ilvC, leuA, sn, sn, glyA Biosíntesis de 
aminoácidos 

3063, 3059, 825, 3644 Mdh, sdhA, sucC, accaD Ciclo de ácidos 
tricarboxílicos (TCA) 

2831, 3298 Rho, nusB Transcripción del ARN 

107, 3804 pck2,  paaA Metabolismo de 
carbohidratos 
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3.4 Validación de RNA-Seq mediante q-PCR  
 

En base a los criterios de selección previamente descritos como gen normalizador se 

seleccionó el gen eloG con una eficiencia (E = 90%), mientras que dos genes sobre-

expresados nodS (E = 96,2%) y hcdP (E = 92,3%), se seleccionaron para la 

cuantificación relativa del ARNm. La relación de expresión relativa entre el gen 

normalizador y los genes diana se calculó mediante la fórmula de Pfaff. Con el objetivo 

de validar la expresión génica diferencial en presencia de luteolina, se estudió la 

expresión del gen nodS y del gen hdcP mediante análisis de q-PCR.  

Por otro lado, entre los DEG obtenidos mediante la secuenciación por la tecnología de 

Iont Torrent, cuatro genes sobre-expresados (trx, odI, nodU, nodC) y un gene sub-

expresado (czcB), mostraron el mismo perfil de expresión luego de ser secuenciados 

mediante Illumina (Fig. 38). Como se observa en la figura 38, los valores de logFC 

mediante ambas metodologías de secuenciación, para los grupos de genes estudiados, 

mostraron un alta correlación R2 = 0.9975. 

 
Figura 38. Análisis comparativo de DEG obtenidos mediante la secuenciación por Ion Torrent vs Illumina. 

En el gráfico se observa la relación entre los log2FC I/C mediante Ion Torrent (eje y) vs log2FC I/C mediante 

Illumina (eje x), de 5 genes sobre-expresados (color rojo) y un gen sub-expresado (en color azul). Los 

genes sobre-expresados corresponden a trx, nodI, nodU, nodC y un gen su-expresado czcB. La línea 

continua indica la tendencia, con una correlación R2 = 0.09975. 
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3.5 Comparativa del análisis transcriptómico de la cepa UYPR2.512 de C. necator 
en presencia de luteolina mediante NGS 

 
Al comparar los datos obtenidos mediante q-PCR con los resultados de RNA-Seq, se 

observó que la cantidad relativa de ARNm para ambos genes aumentó significativamente 

en presencia de luteolina (Fig. 39). En el caso del gen nodS mediante RNA-Seq el valor 

promedio de CPM (conteo de lecturas por millón) aumentó desde aprox. 200 a 900 y 

mediante q-PCR el Ct promedio aumentó desde 5 a 40 CPM, tanto en las muestras 

control, como en presencia de luteolina, respectivamente. Al estudiar la expresión del 

gen hdcP, mediante el análisis proveniente de RNA-Seq, se observó un aumento del 

valor promedio de CPM de 50 a 150 y mediante q-PCR el Ct promedio aumenta desde 

1,8 a 9 CPM, en las muestras control y en presencia de luteolina, respectivamente. 

 

Figura 39. Comparación de la expresión de los genes nodS y hdcP de C. necator en presencia y en 
ausencia de luteolina, mediante RNA-Seq y q-PCR.  

En los paneles A y B, se indican los datos obtenidos de RNA-Seq (CPM, recuentos de lecturas por millón) 

en color negro y en los paneles derechos los datos obtenidos de q-PCR (abundancia relativa de ARNm 

estimada a partir de los valores de Ct) en color rojo, en ambas condiciones experimentales (control y 

luteolina). Cada punto representa una réplica biológica (n=3 para RNA-Seq y n=5 para q-PCR) y los 
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segmentos de línea completos representan valores promedio. En A se muestran los valores de FC, valores 

de p ajustados para el gen nodS, y en B para el gen hdcP.  

4 Discusión 
 

Teniendo en cuenta que los flavonoides son moléculas clave involucradas en los 

primeros pasos de muchas interacciones entre rizobios y leguminosas, se decidió 

estudiar la respuesta de la cepa UYPR2.512 a la presencia de luteolina.  

En un primer intento de explorar la respuesta a la exposición a dicha molécula, se analizó 

el efecto en la actividad del promotor del gen nodB (primer gen del operón). Para ello se 

utilizó una cepa derivada de UYPR2.512 que contenía el plásmido reportero pCBM01, 

observándose una fuerte inducción de la actividad β-galactosidasa luego de la exposición 

a luteolina (Fig. 28). Estos resultados evidencian que la proteína NodD de UYPR2.512 

es capaz de reconocer la caja nod de la LMG19424 y activar la expresión de los genes 

nod en respuesta a la luteolina. 

Luego, con el fin de comparar los niveles de expresión génica en cultivos en fase 

exponencial de UYPR2.512 en medio de cultivo M9, en ausencia y en presencia de 

luteolina, se realizó un análisis transcriptómico. Se utilizó como herramienta el RNA-Seq, 

aproximación utilizada para estudiar la respuesta a los flavonoides en alfa-rizobios [310] 

que aún no había sido utilizada en beta-rizobios.  

Primeramente, se realizó RNA-Seq utilizando la tecnología de Ion Torrent. Se obtuvieron, 

un total de 250.000 lecturas por muestra mediante esta metodología, valor inferior al 

esperado. Una de las posibles causas, puede deberse a una insuficiente depleción de 

los ARN ribosomales, por lo cual una segunda ronda de depleción podría disminuir la 

presencia de dichas moléculas contaminantes, como se sugirió en un trabajo reportado 

por Klonowska [273]. También se podría implementar otra metodología de depleción del 

ARN ribosomal, la cual en vez de utilizar nucleótidos de captura y remoción contra las 

subunidades 16S y 23S del ARN ribosomal presentes en el ARNtot (como se utilizó 

previamente en este trabajo), se utilizan cebadores contra transcritos específicos no 

deseados durante la preparación de las librerías de ADNc, lo que aumenta la 

especificidad. 
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En base a lo observado se decidió repetir el experimento de RNA-Seq, pero esta vez 

mediante el uso de la plataforma Illumina. Entre ambas aproximaciones se logró obtener 

una versión mejorada del genoma de referencia (ver Capítulo II).  

Mediante la plataforma de Illumina, al comparar los análisis de expresión diferencial de 

genes realizado se observaron 145 DEG (Fig. S2 y F2 suplementarias de Anexos) y entre 

los genes de alta expresión se identificaron los genes del operón nod.  

A partir de los análisis de DEG, se observó una diferencia en los valores originales de 

expresión de los genes sobre-expresados y de los sub-expresados, lo cual  indicó que la 

luteolina ejerce un fuerte efecto regulador de la expresión génica en UYPR2.512. En 

dicho contexto, la mayoría de los genes sub-expresados mostraron altos niveles de 

expresión en la condición de control y su expresión disminuyó luego de la exposición a 

la luteolina. A su vez, los genes sobre-expresados mostraron una expresión muy inferior 

en la condición de control y fueron inducidos por la presencia de luteolina (Fig. 35B). Lo 

que indicaría que hay un mayor efecto en la represión de genes que en la activación. 

Esto nos permite hipotetizar que en condiciones normales de cultivo los genes 

involucrados en funciones básicas, son reprimidos en presencia de una señal como ser 

la luteolina, estos genes disminuyen su expresión y a la vez aumenta la expresión de 

genes directamente involucrados a la respuesta a la luteolina.  

Una segunda asimetría surge del análisis de la distribución de los genes sobre-

expresados y sub-expresados entre los distintos replicones de la bacteria. En genomas 

compuestos, como es el caso de UYPR2.512, se ha demostrado que los cromosomas 

están enriquecidos en las funciones centrales, los cuales contienen la mayoría de los 

genes de mantenimiento celular básico, mientras que los cromosomas secundarios, 

como ser los crómidos y los plásmidos, están enriquecidos en el metabolismo 

secundario, el transporte y las funciones reguladoras [184]. Dada la distribución 

observada (Tabla 20), es esperable que los procesos celulares centrales estén 

enriquecidos entre los genes sub-expresados, mientras que las funciones codificadas 

por los replicones secundarios se encuentren enriquecidos entre los genes sobre-

expresados. Los resultados obtenidos concuerdan con esta hipótesis, ya que los análisis 

de enriquecimiento funcional indicaron que la mayoría de los genes sub-expresados 
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pertenecen a la clase de metabolismo, mientras que los genes sobre-expresados se 

asocian con la clase de procesamiento de información ambiental (Fig. 36,  Tabla 21 y 

22).  

Cabe destacar que la mayoría de los genes sub-expresados no pudieron ser clasificados, 

lo que sugiere que estos genes codifican para funciones no caracterizadas, lo que 

evidencia aún más la importancia de su caracterización, ya que podrían proporcionar 

nuevos conocimientos sobre la interacción simbiótica entre Cupriavidus y sus 

hospederos. 

 

Al explorar los datos de RNA-Seq, primero se analizaron los niveles de expresión de los 

genes nod, debido a su importancia clave durante muchas interacciones entre rizobios y 

leguminosas. Teniendo en cuenta el nivel de conservación de la secuencia entre las 

cajas nod de UYPR2.512 y de LMG19424, era de esperar que la luteolina active la 

inducción de la expresión de los genes nod en UYPR2.512, al igual a lo observado en 

LMG19424 [194], a pesar de las pequeñas diferencias observadas entre ambas regiones 

intergénicas nodD-nodB (ver Capítulo II). En dicho escenario, los resultados de RNA-Seq 

confirmaron los resultados obtenidos con el uso de genes reporteros de que la luteolina 

puede actuar como un inductor in vivo de los genes nod en UYPR2.512. Esto sugiere 

que, en respuesta a la luteolina, UYPR2.512 sería capaz de producir moléculas de NFs 

sulfatadas con una estructura similar a las producidas por LMG19424 de C. taiwanensis 

[194] y refuerza la hipótesis de que los flavonoides también son moléculas clave en la 

comunicación entre β-rizobios y sus hospederos. 

 

Al igual que como se describe en la cepa LMG19424 de C. taiwanensis [194], se encontró 

una segunda caja nod conservada en el genoma de UYPR2.512 (ver resultados en 

Capítulo II). Esta caja nod se ubica a 195 pb corriente arriba del codón de inicio ATG del 

gen noeM (ID = 4812), el cual se encuentra anotado como un gen que codifica para la 

proteína esterol desaturasa, involucrado en la síntesis de moléculas NFs atípicas en 

LMG19424 de C. taiwanensis [194], [272]. Además, se demostró que su expresión es 

inducida por la presencia de luteolina o de exudados radiculares de M. pudica [272], 

[273]. Sin embargo, no se observó una expresión diferencial del gen noeM en 
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UYPR2.512, en este estudio. Este resultado podría sugerir diferentes mecanismos de 

regulación entre ambos simbiontes e indica que el gen noeM de UYPR2.512 no tendría 

un papel esencial en sus hospederos de nodulación, lo cual también se observó en 

LMG19412 de C. taiwanensis [272]. 

 

Además de los NFs, los LPS y EPS en rizobios tienen un rol muy importante durante la 

interacción rizobio-leguminosa, así como también cuando los rizobios se encuentran en 

el estadío de “vida libre” [148], [334]. En dicho contexto, se observó que la presencia de 

luteolina indujo la expresión de tres genes (ID = 6913, 6954 y 9794) que codifican 

homólogos de XpsR en UYPR2.512. Se ha demostrado que XpsR está implicado en la 

regulación de la biosíntesis de EPS en Ralstonia solanacearum [333] donde se requiere 

para una completa virulencia [349]. Además, se propuso que xpsR es uno de los 

reguladores de virulencia de R. solanacearum, utilizado también por C. taiwanensis por 

estar involucrado en la simbiosis con M. pudica [166], pero no se ha investigado su papel 

en profundidad. En base a estos resultados, se sugiere que la luteolina modula la 

producción de EPS a través de la acción de XpsR en UYPR2.512. 

 

Entre otras funciones, los flavonoides juegan un papel importante como molécula señal 

repelente o atrayente para bacterias patógenas o beneficiosas en la rizósfera [116]. A su 

vez, los flagelos de los rizobios son necesarios para la competencia de la rizosfera y la 

colonización de las raíces [350]. En dicho contexto, se ha observado la inducción de 

genes flagelares en respuesta a flavonoides específicos en B. japonicum cuando se 

exponen a genisteína [351] y también en cultivos de C. taiwanensis, P. phymatum y R. 

mimosarum cultivados en presencia de exudados radiculares de M. pudica [273].  

En la cepa UYPR2.512 se observó la inducción del gen flaG (ID = 8061). Dado el papel 

de los flagelos, estos resultados sugieren que la luteolina podría estar activando la 

síntesis flagelar, actuando como atrayente para este flavonoide, afectando su 

competitividad, como se ha observado en otros rizobios [352]. 

En relación con esto, se observó la sub-expresión de un homólogo del gen yciL (ID = 

9006), el cual estaría involucrado en la formación de biopelículas en B. cepacia [353], lo 
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que sugiere además que la luteolina induce en UYPR2.512 un cambio en su 

metabolismo, lo cual se refleja en su movilidad. 

 

Se observó la inducción de la expresión de genes supuestamente involucrados en la 

unión del calcio, como el gen rapA (ID = 4076), el cual codifica para una hipotética 

proteína de unión a calcio extracelular. Si bien los homólogos de este gen se conservan 

entre Cupriavidus y organismos estrechamente relacionados, no hay evidencia 

experimental de su función. Sin embargo, el homólogo distante casA, identificado en 

Rhizobium etli codifica para una proteína similar a la calmodulina, que es secretada y es 

capaz de unirse a Ca2+, desempeñando un papel clave en el desarrollo de los bacteroides 

durante la simbiosis con P. vulgaris [354]. Curiosamente, en el genoma de UYPR2.512, 

rapA está agrupado con genes que codifican proteínas de la vía Sec o SSTII (ID = 4078 

a 4091) que podrían estar involucradas en la secreción de esta proteína. De forma 

complementaria, la co-inducción de un gen (ID = 9275) que codifica una proteína 

hipotética que contiene un dominio laminina-G, conocido por su capacidad para unir 

calcio [355], confirma la participación de Ca2+ durante la interacción Cupriavidus-Mimosa. 

 

Una gran cantidad de genes relacionados con la homeostasis de metales, en particular 

con la homeostasis del cobre, fueron regulados en presencia de luteolina. En dicho 

contexto, el cobre es un cofactor esencial para las oxidasas respiratorias del hemo-cobre 

y para las enzimas involucradas en algunas reacciones redox. A su vez, podría ser 

altamente tóxico cuando se superan las concentraciones intracelulares óptimas, por lo 

cual resulta esencial una regulación controlada de la homeostasis del cobre [356]. La 

inducción de la expresión de genes involucrados con la resistencia a Cu2+ como el gen 

copQ (ID = 101 y 9522), genes de unión que incluyó a copZ (ID = 50) y cusF (ID = 2613) 

y de eflujo actP (ID = 49) indicaron que UYPR2.512 activa el eflujo de iones Cu2+ en 

respuesta a la luteolina. En ese sentido, se ha demostrado que CopZ modula el eflujo de 

Cu2+ mediado por la ATPasa en Listeria monocygotes y el gen cueR codifica para un 

activador transcripcional del eflujo de cobre en E. coli [357], lo que sugiere que la 

homeostasis del cobre en UYPR2.512 estaría regulado por estos factores 

transcripcionales. Estos resultados son interesantes debido a la conocida afinidad del 
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género Cupriavidus por el cobre y su capacidad para crecer en presencia de altas 

concentraciones de metales, especialmente para la cepa UYPR2.512 de C. necator, 

LMG19424 de C. taiwanensis y UYMMa02A de Cupriavidus sp. cómo se comentó en el 

Capítulo I.  

Sin embargo, el nexo entre la homeostasis del cobre y la presencia del flavonoide 

luteolina no está claro actualmente. Una posible explicación a ello estaría relacionada 

con la capacidad de los flavonoides de quelar diversos iones metálicos, y volverse tóxico 

para la célula [358]. De hecho, se observó la sobre-expresión de genes de resistencia al 

cromato implicados en el eflujo, podría deberse a que la luteolina provoca el aumento de 

genes involucrados en la resistencia a este metal [359]. 

 

Sin embargo, la principal evidencia de una respuesta coordinada de homeostasis de 

metales proviene del análisis del regulón de hierro. Al igual que el cobre, el hierro es un 

nutriente esencial para las bacterias que en exceso podría volverse tóxico. Por lo tanto, 

las bacterias y en particular los rizobios han desarrollado sofisticados mecanismos de 

homeostasis del hierro [83]. Se observó que la luteolina reprime la expresión de pvsA de 

UYPR2.512, presuntamente implicado en la biosíntesis y el transporte de sideróforos. Al 

analizar el genoma, se observa que el gen pvsA forma parte de un operón junto con 

pvsB, pvsC, pvsD y pvsE (ID = 238 al 241) cuyos homólogos están implicados en la 

síntesis y exportación de los sideróforos de tipo α-hidroxicarboxilato xantoferrina y 

vibrioferrina en Xanthomonas y Vibrio, respectivamente [345], [360]. 

 

Estas observaciones sugieren que UYPR2.512 sería capaz de producir un sideróforo 

similar en condiciones limitantes de hierro. En el caso de Xanthomonas y Vibrio, el gen 

pvuA codifica para el receptor de la membrana externa responsable de la captación del 

sideróforo férrico. Sin embargo, no se observó un homólogo del gen pvuA en el genoma 

de UYR2.512. En su lugar, se identificó un gen putativo receptor de citrato férrico (fecA 

ID = 3656) cuya expresión también estaba sub-expresada en presencia de luteolina. 

Estos resultados proponen la interrogante de que si este homólogo de fecA sería el 

responsable del transporte del sideróforo producido por UYPR2.512 o por el contrario le 

otorga a esta bacteria la capacidad de transportar sideróforos producidos por otros 
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microorganismos. En este caso restaría por identificar el transportador del sideróforo del 

tipo vibroferrina producido por UYPR2.512.  

Curiosamente, también se encontró que un homólogo a fur (regulador transcripcional de 

la homeostasis de hierro) (ID = 8372) estaba sub-expresado en respuesta a la luteolina. 

En muchas bacterias, Fur es un regulador central capaz de controlar la expresión de 

muchos genes en respuesta a la disponibilidad de hierro [361]. Sin embargo, se ha 

demostrado que en α -rizobios los homólogos a Fur no participan en este tipo de 

regulación, sino que están involucrados en la homeostasis de manganeso [362], [363].  

En base a estas observaciones, el gen fur de UYPR2.512 podría regular los sistemas de 

captación de hierro y/o de manganeso. Además, podría afectar otros procesos 

biológicos, evitando el estrés oxidativo y respuestas a condiciones ambientales no 

favorables, como se ha observado específicamente en la cepa JMP134 de C. 

pinatubonensis [364].  

A pesar de no tener evidencia experimental, se postula que UYPR2.512 podría 

transportar hemina a través de un sistema de adquisición constituido por los genes tonB, 

exbB, exbD y hemP (IDs = 2940 al 2943), los cuales se encuentran bajo el mismo 

esquema de regulación, y permitiría que esta bacteria lo utilice como hierro nutricional 

como en otros rizobios [365].  

Dos genes adicionales, bfd (ID = 577) y sodB (ID = 897), completarían el regulón de 

hierro afectado por luteolina. El gen bfd, codifica para una ferredoxina asociada a 

bacterioferritina cuya función en algunas bacterias es la liberación de hierro de la 

bacterioferritina en condiciones limitantes de hierro [366]. El gen sodB codifica para una 

proteína superóxido dismutasa con funciones críticas en la resistencia al estrés y durante 

las interacciones bacterias-huésped [367]. 

 

Las bacterias ambientales tienen la capacidad de hacer frente a condiciones adversas 

incluyendo la presencia de compuestos tóxicos como xenobióticos, metales pesados, 

antibióticos y especies de oxígeno altamente reactivas [368], [369]. Los principales 

mecanismos de resistencia están coordinados por reguladores de estrés globales que 

involucran la expresión de vías biodegradación y bombas de desintoxicación. La 

presencia de luteolina induce en UYPR2.512 varios mecanismos de resistencia al estrés, 
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incluida la expresión de acrR (ID = 130), implicado en la señalización global del estrés y 

la regulación de los sistemas de extrusión de múltiples fármacos [370].  

En relación con esto, la presencia de luteolina indujo la expresión de genes que codifican 

para homólogos a las proteínas tiorredoxina y flavodoxina reductasa (ID = 8692 y 9750), 

pertenecientes a una familia de enzimas de importancia en los mecanismos de 

detoxificación celular y eliminación de compuestos xenobióticos  [371]. 

 

Finalmente, se observó que la presencia de luteolina en las condiciones de cultivo 

utilizadas disminuye la expresión de varios genes altamente expresados pertenecientes 

al metabolismo central, en particular relacionados con el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

(TCA, de sus siglas en inglés Tricarboxylic Acid Cycle) y el metabolismo de aminoácidos. 

La bacteria modelo UYPR2.512 es capaz de crecer en medio mínimo M9 [314], utilizando 

citrato como fuente de carbono, energía y amoníaco como única fuente de nitrógeno. 

Estos nutrientes deben transportarse al interior de la célula para ser metabolizados y 

utilizados para producir precursores para la biosíntesis de componentes básicos 

celulares (por ejemplo, lípidos, aminoácidos, purinas, pirimidinas y vitaminas). En la 

mayoría de los organismos, si no en todos, el metabolismo del carbono y el nitrógeno 

están coordinados [34]. 

En presencia de luteolina, se observó la sub-expresión de genes implicados en la 

biosíntesis de oxalacetato y fumarato, dos de los principales precursores del 

metabolismo de aminoácidos, lo cual podría explicar en parte la disminución de la 

expresión de muchos genes relacionados con el metabolismo de los aminoácidos [372]. 

Por otro lado, la disminución en la síntesis de acetil-CoA a través de represión del gen 

que codifica para la enzima acetil-CoA carboxilasa podría estar afectando la biosíntesis 

de ácidos grasos. Además, es importante considerar que, entre los efectos de la 

luteolina, también se observó la síntesis de novo de NFs [373] la cual requeriría nuevas 

moléculas precursoras (oligosacáridos, lípidos, quitinas), y una disminución de la 

biosíntesis del sideróforo similar a la vibrioferrina que aliviaría la carga metabólica de 

moléculas precursoras (alanina, ácido cítrico, etanolamina y ácido 2-cetoglutárico) [345], 

[374]. 
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A partir de todos los resultados observados, se propone un modelo integrativo, el cual 

resume las principales rutas metabólicas, funciones biológicas, reacciones químicas, 

enzimas y genes regulados a nivel transcriptómico en UYPR2.512 en respuesta a la 

exposición de luteolina (Fig. 40). Como se ha observado, la mayoría de los genes 

reprimidos se ubican en el Chr1 y están implicados principalmente en el metabolismo, 

transporte de carbono y aminoácidos. Esto sugiere que luego de la exposición a la 

luteolina, UYPR2.512 redirige su metabolismo, causando una disminución en la 

expresión de genes altamente expresados relacionados con el metabolismo, a la misma 

vez que aumenta la expresión de genes casi no expresados. Los genes inducidos 

codifican muchas funciones probablemente involucradas en la interacción con la planta 

hospedera. Más allá de la síntesis y exportación de NFs, también se evidenció la 

implicancia de la luteolina en la regulación de EPS, flagelos, colonización de las raíces, 

homeostasis de metales y respuesta frente al estrés. Esto permite concluir que los genes 

regulados descritos en este capítulo representan las principales adaptaciones que 

ocurren en UYPR2.512, durante los primeros pasos del proceso de nodulación entre β-

rizobios y leguminosas. 



 
  

165 
 
 

 
Figura 40. Modelo de la respuesta transcriptómica de la cepa UYPR2.512 frente al agregado de luteolina. 

La ilustración muestra las rutas metabólicas, las funciones biológicas, las reacciones químicas, las enzimas involucradas y los genes regulados a 

nivel transcriptómico en UYPR2.512 de C. necator en respuesta a la exposición al flavonoide luteolina. Las flechas rojas y azules indican procesos 

regulados, genes sobre-expresados (dirección hacia arriba) o sub-expresados (dirección hacia abajo). TCA: ciclo de los ácidos tricarboxílicos; NFs: 

factores de nodulación; PEP: fosfoenol-piruvato; AO: oxaloacetato; BACC: aminoácido de cadena ramificada; EPS: exopolisacáridos.responses. We can conclude that luteolin-regulated
genes are representatives of the first steps involved in
the complex nodulation process between beta-rhizobia
and legume host plants.

Concluding remarks

This study uses long reads sequencing to improve the
quality of the Cupriavidus UYPR2.512 genome
sequence, a beta rhizobial strain associated with mim-
osoid plants isolated in Uruguay. As observed in other
members of the genus, the assembled UYPR2.512
genome is a composite genome mainly consisting of four
circular replicons, including a 770 kb plasmid containing
the nod, nif and fix symbiotic genes. The gene annotation
of this newly assembled version allows us to study the
nod cluster conservation and other genomic features
among rhizobia. A functional genomic analysis based on
the RNA-Seq approach allowed us to identify the primary
transcriptional response of this bacteria to luteolin, a fla-
vonoid that we prove generates a Nod mediated
response in rhizobia, including this species. Significant
expression changes in response to luteolin were mapped
to all replicons, but notable differences were observed
among them. Thus, genes in chromosome one, mainly

housekeeping genes, were repressed, while
upregulated genes were distributed in all replicons but
especially enriched in the symbiotic genes-containing
plasmid. In total, 145 genes were identified as differen-
tially expressed, 72 upregulated and 73 downregulated.
Main functional categories were identified among
DEGs: stress alleviation and detoxification, central
metabolism, metal homeostasis and the nod-related
genes in the symbiotic cluster. These regulated genes
may represent the first steps in the complex nodulation
process, responding to the legume plant chemical
stimuli.

Materials and methods

DNA isolation, genome sequencing, assembly and
annotation

Cupriavidus necator strain UYPR2.512 (Taulé et al.,
2012) was grown in LB medium for 18 h at 30!C, with a
rotary shaker at 200 rpm. Cultures were centrifuged and
DNA was isolated from bacterial cell pellets using the iso-
lation and purification Genomic-tip 100/G kit (QIAGEN,
Germany), according to the manufacturer’s recommenda-
tion. Purified genomic DNA was sequenced by Macrogen
(Macrogen, Korea) with the SMRT cell 8Pac V3 (Pacific

Fig. 7. Model for the transcriptomic response of C. necator strain UYPR2.512 to the presence of luteolin. The illustration shows the main meta-
bolic pathway, biological functions, chemical reactions, enzymes and genes regulated at the transcriptomic level in C. necator UYPR2.512 in
response to luteolin exposure. Red/blue arrows indicate regulated processes either upregulated (up direction) or downregulated (down direction).
TCA: tricarboxylic acid cycle; NF: nod factors; PEP: phosphoenol-pyruvate; OA: oxaloacetate; BACC: branched-chain amino acid; EPS:
exopolysaccharides. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

© 2021 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd., Environmental Microbiology
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CAPÍTULO III 
 
Identificación de las señales involucradas en el diálogo 
molecular entre la cepa UYPR2.512 Cupriavidus necator y 
Mimosa pudica. 

 
Objetivo general 
 
Identificación de las señales involucradas en el diálogo molecular entre UYPR2.512 y M. 

pudica. 

 
Objetivos específicos 
 

 
1. Identificación de flavonoides involucrados en la interacción de UYPR2.512 con M. 

pudica. 
 

2. Caracterización de metabolitos presentes en los exudados radiculares de M. 
pudica. 

 
Resumen 
  
Los flavonoides desempeñan un papel esencial en el reconocimiento entre la mayoría de 

los rizobios y leguminosas hospederas, los cuales al unirse a la proteína reguladora 

NodD inducen la expresión de los genes nod en rizobios. En el capítulo II de esta tesis 

se demostró que la luteolina es inductor de la expresión de los genes nod en UYPR2.512, 

por lo cual en este capítulo nos enfocamos en identificar los flavonoides en los exudados 

radiculares de M. pudica. Se observó que los exudados radiculares de M. pudica 

provocaron un aumento significativo en la actividad de la β-galactosidasa en UYPR2.512 

portando el plásmido pCBM01, sugiriendo la presencia de moléculas inductoras. Para 

identificar estas moléculas se emplearon técnicas de química analítica como HPLC-UV-

ELSD, HPLC-ESI-MS/MS y GC-MS.  
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Se identificaron 68 metabolitos, de los cuales 40 se observaron tanto en ausencia como 

en presencia de la cepa UYPR2.512, 19 en ausencia de UYPR2.512 y 9 metabolitos 

fueron específicos en presencia de UYPR2.512. La mayoría de estos 68 metabolitos 

pertenecieron a las familias químicas de ácidos carboxílicos/dicarboxílicos, aminoácidos 

y polisacáridos. Entre los 9 metabolitos observados como únicos de la interacción, se 

identificaron el ácido benzoico, ácido xilónico, cisteína y el mio-inositol. Sin embargo, su 

rol en la interacción debe ser estudiado en profundidad. 

A su vez, se evaluó la respuesta a otros flavonoides, y se identificaron la crisina, 

miricetina, apigenina, como inductores de los genes nod. 

Mediante los experimentos realizados en este capítulo podemos concluir que los 

flavonoides crisina, apigenina, miricetina y moléculas no flavonoides como el ácido 

cumárico son inductores de los genes nod en UYPR2.512. Y que, a su vez, ácidos 

fenólicos como el ácido benzoico, el cual fue detectado en los exudados radiculares de 

M. pudica, es inductor de los genes nod en otras bacterias y podría estar involucrado en 

los primeros pasos de la interacción simbiótica. Estos hallazgos muestran que en los 

primeros pasos del reconocimiento entre la bacteria y la planta estarían involucradas una 

variedad de compuestos de diferente naturaleza química.  

 

1 Introducción 
 

1.1 Metabolómica 
 

La metabolómica se define como un enfoque analítico para la identificación y 

cuantificación de pequeñas moléculas en un sistema biológico, conocidas como 

metabolitos (generalmente con un peso molecular inferior a 1.500 Da) [375]. 

A su vez, los metabolitos surgen como producto final de las reacciones o intermediarios 

de las rutas metabólicas que ocurren en el organismo. Al ser el último paso en el flujo de 

información que va desde el genotipo hasta el fenotipo (o función) de un individuo, los 

productos metabólicos pueden considerarse como la última respuesta a los cambios 

ambientales y a la composición genética de los individuos, brindando información acerca 

de su actividad bioquímica. 
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El auge de la metabolómica tuvo lugar a finales de los años 90 y desde entonces el uso 

de la metabolómica ha crecido exponencialmente, siendo una herramienta muy utilizada 

en diferentes áreas como ser en el estudio de enfermedades [376], el desarrollo de 

fármacos [377], el análisis medioambiental [375] y la toxicología [378], entre otros. 

Por otro lado, la metabolómica se divide en dos enfoques, la metabolómica dirigida y la 

no dirigida. La metabolómica dirigida, se basa en la medición de un número definido de 

moléculas pequeñas caracterizadas químicamente, para obtener datos cuantitativos, 

como por ejemplo los relacionados con una vía metabólica específica [379], [380]. 

Por otro lado, la metabolómica no dirigida, tiene como objetivo analizar de manera 

integral y no selectiva, las moléculas contenidas en una muestra, sean conocidas o sean 

nuevos metabolitos [380]. Con el fin de identificar dichas moléculas se han utilizado 

diferentes técnicas de la metabolómica. A continuación, se realizará una descripción de 

alguna de las técnicas de separación más utilizadas en metabolómica. 

 
1.2 Técnicas de separación cromatográficas aplicada a la metabolómica 
 
1.2.1 Cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 
 
La técnica de HPLC es un tipo de cromatografía de líquidos, que se realiza a alta presión 

y consiste en inyectar la muestra en una fase móvil líquida y hacerla pasar a través de 

una fase estacionaria inmiscible con la fase líquida y que se mantiene empaquetada en 

una columna. Generalmente, se utilizan columnas con fases estacionarias no polares o 

con baja polaridad (por ejemplo, hidrocarburos) y como fase móvil se utilizan solventes 

relativamente polares (por ejemplo, agua, metanol o acetonitrilo). Esta técnica permite 

separar un amplio rango de compuestos orgánicos, desde pequeñas moléculas hasta 

péptidos y proteínas. Los componentes de la solución migran de acuerdo con las 

interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna y la fase móvil actúa de 

portador de la muestra. A medida que los compuestos eluyen de la columna, son 

detectados por diferentes detectores según la naturaleza de los compuestos a 

determinar. 
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1.2.2 Cromatografía de gases (GC) 
 
La cromatografía de gases es otra técnica de separación, en la cual se utiliza como fase 

móvil un gas inerte (Helio y/o Hidrógeno) purificado y regulado, y como fase estacionaria, 

una columna en la que se produce la separación de los compuestos dependiendo de las 

interacciones físicas y/o químicas entre los compuestos de la muestra y la fase 

estacionaria. Además, cuenta con un inyector el cual volatiliza previamente las muestras 

líquidas. Las fases estacionarias se diferencian de acuerdo con su tamaño, polaridad y 

estabilidad térmica, lo cual determinará su capacidad para interaccionar de forma 

selectiva con diferentes solutos. Algunas características deseables en las fases 

estacionarias incluyen tener un amplio rango de temperatura (entre -60 ºC y 400 ºC), baja 

presión de vapor, químicamente inerte, baja viscosidad en las condiciones de trabajo 

utilizadas y una alta adherencia, lo cual evita que sea arrastrada por la fase móvil. Las 

más utilizadas incluyen hidrocarburos, polisiloxanos, polifenilésteres, poliésteres y 

polietilenglicol, entre otros. 
 
1.3 Métodos de detección para Cromatografía liquida de alta presión (HPLC) y 

Cromatografía de gases (GC) 
 
Los detectores acoplados a cromatógrafos incluyen; el de índice de refracción, 

electroquímicos, de fluorescencia, de arreglo de diodos (DAD) y ultravioleta-visible (UV-

Vis), los cuales se basan en las propiedades físicas o químicas de los analitos, y 

detectores de masas como los espectrómetros. La espectrometría de masas es una 

técnica de alta sensibilidad y exactitud, basada en la fragmentación de la muestra, en la 

separación y en el registro de los iones moleculares producidos según su relación 

masa/carga (m/z) en un sistema a vacío. Luego de que la muestra es inyectada, atraviesa 

la fuente de ionización, la cual carga a las moléculas y las fragmenta, generando los 

iones que serán luego separados en el analizador, en función de un patrón de ionización 

característico para cada metabolito, que se utiliza posteriormente para su identificación 

[381]. 

Esta técnica puede aplicarse tanto al análisis cualitativo como al análisis cuantitativo de 

una muestra, ya que proporciona las herramientas necesarias para la identificación de 

sustancias, tanto a partir de sus iones, fragmentos que se producen al romper la molécula 
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analizada (caracterización estructural), como empleando el valor de su masa 

determinado con una elevada exactitud (composición elemental) [382]. 

A su vez, hay detectores de masas que trabajan en configuración tándem o híbrida, 

conocida como MS/MS, en la que dos o más analizadores de masas se acoplan mediante 

un paso de reacción adicional para aumentar su capacidad de analizar muestras 

químicas. Un uso común de la MS en tándem es el análisis de biomoléculas, como 

proteínas y péptidos. Las moléculas de una muestra dada se ionizan y el primer 

espectrómetro (designado MS1) separa estos iones por su relación masa-carga (m/z). 

Los iones de una relación m/z particular provenientes de MS1 se seleccionan y luego se 

dividen en iones de fragmentos más pequeños. Esto se logra a través de la 

fragmentación de iones por disociación inducida por colisión (CID) en instrumentos en el 

espacio en tándem. Estos fragmentos luego se introducen en el segundo espectrómetro 

de masas (MS2), que a su vez separa los fragmentos por su relación m/z y los detecta 

[383]. 

 

Las variantes en la espectrometría de masas se deben fundamentalmente al uso de 

distintas fuentes de ionización, como ser Ionización electrónica (EI, de sus siglas en 

inglés Electronic Ionization), ionización por electrospray (ESI, de sus siglas en inglés 

Electrospray Ionization) [384], ionización química a presión atmosférica (APCI, de sus 

siglas en inglés Chemical Ionization at Atmospheric Pressure), entre otras, 

diferenciándose en el rango de peso molecular y en la polaridad de los analitos que 

detectan. Entre ellos, a menudo se prefiere ESI para perfilar metabolitos "desconocidos", 

ya que este enfoque de ionización forma iones moleculares intactos y ayuda a la 

identificación inicial. En dicho contexto, la introducción de técnicas APCI, permitió́ 

expandir el número de compuestos que pueden ser analizados por HPLC-MS. En APCI, 

las moléculas del analito primero son ionizadas (modo positivo y modo negativo) a 

presión atmosférica y los iones del analito son separados mecánica y electrostáticamente 

de las moléculas neutras. 

A su vez, las variantes en la espectrometría de masa están dadas en base a los distintos 

analizadores de masas, los cuales consisten en una cámara de vacío donde se aplica 

algún tipo de campo eléctrico o magnético para poder ver las diferencias de 
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comportamiento de los iones al moverse a través de la cámara. Existen varios tipos de 

analizadores de masas, los más utilizados son los analizadores de Tiempo de Vuelo (Q-

TOF, de sus siglas en inglés Time Of Flight) [384], Simple Cuadrupolos (QS, de sus siglas 

en inglés Simple Quadrupoles) y las trampas iónicas, como ser Quadrupole Ion Trap QIT, 

de sus siglas en inglés) [385] y Orbitrap [386]. El Q-TOF utiliza un campo eléctrico para 

acelerar los iones y medir el tiempo que toman para alcanzar el detector, dando como 

resultado la relación m/z.  Los QS, constan de cuatro varillas de metal enfrentadas en 

pares, sobre los que se aplica una corriente continua y otra alterna, permitiendo esto 

crear un campo eléctrico controlado que desvía selectivamente los iones que lo 

atraviesan, pudiéndose filtrar de esta manera los iones con un margen muy pequeño de 

m/z, siendo éstos los únicos que llegarán al detector. Las trampas iónicas, funcionan de 

un modo similar a los cuadripolos, pero en vez de desviar los iones que no se encuentran 

en un determinado margen de m/z, éstos se confinan y almacenan en una cámara, y 

posteriormente son liberados de forma selectiva. En dicho contexto los analizadores Q-

TOF son los más utilizados debido a que brindan información de masa molecular exacta 

(alta resolución) [384]. 

 

1.4 Métodos de identificación para Cromatografía liquida de alta presión (HPLC-
MS) y Cromatografía de gases (GC-MS) 

 
Luego que se conoce la relación masa m/z, y partiendo de la premisa de que moléculas 

con estructuras similares producen patrones de fragmentos similares, es posible 

comparar los patrones obtenidos en bases de datos tales como Global Nature Product 

Social (GNPS) [387] y SciFinder [388].  

Utilizando herramientas capaces de agrupar los espectros según su similitud, como el 

programa Molecular Networking del CytoScape [389], se generan clústeres que 

posibilitan una visualización general del interactoma, es decir, el conjunto completo de 

interacciones moleculares. Esto permite, además, la identificación cualitativa de los 

compuestos contribuyentes y la cuantificación de las cantidades absolutas de 

metabolitos involucrados en los procesos estudiados. 
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Se obtienen clústeres, los cuales permiten una visualización general del conjunto 

completo de las interacciones moleculares o interactoma e incluso identificar los 

compuestos contribuyentes (cualitativos) y cuantificar las cantidades absolutas de 

metabolitos que participan en los procesos estudiados (cuantitativos). 

A su vez, la identificación definitiva, así como la cuantificación de cada molécula debe 

hacerse mediante el empleo de estándares. 

Algunos ejemplos de sus aplicaciones incluyen el análisis de pesticidas y herbicidas en 

la industria agrícola, identificación de compuestos aromáticos, aceites, azúcares en la 

industria alimenticia [390], presencia de alcoholes, ácidos orgánicos en diferentes 

procesos industriales [391], y de fármacos en la industria farmacéutica [392], entre otros. 
 
1.5 La metabolómica aplicada al estudio de la simbiosis rizobio-leguminosa 
 
Mediante la utilización de transcriptómica y proteómica se han logrado identificar y 

caracterizar genes y proteínas cruciales para la simbiosis [393]. Sin embargo, estos 

estudios no proporcionan evidencia directa de que los genes y proteínas detectados 

estén realmente activos metabólicamente bajo las diversas condiciones estudiadas. En 

dicho contexto, la metabolómica aplicada a la simbiosis rizobio-leguminosa permite 

identificar los metabolitos involucrados y las vías metabólicas clave que se activan o 

modifican en respuesta a la interacción, lo que conduce a una mejor comprensión de los 

mecanismos moleculares y las reacciones químicas implicadas en esta asociación. El 

mayor inconveniente que presenta esta aproximación es la dificultad para diferenciar los 

metabolitos que provienen de la bacteria o de la planta, especialmente en muestras que 

contienen una mezcla de metabolitos de ambos organismos, lo cual resulta desafiante. 
 
1.5.1 Comunicación en la rizósfera 
 
Durante el desarrollo de las plantas, estas exudan a través de sus raíces una gran 

variedad de compuestos hacia la rizosfera que las rodea. Las plantas liberan hasta un 

40% de los productos de la fotosíntesis como exudados. Estos pueden clasificarse en 

compuestos de bajo peso molecular (ácidos orgánicos, azúcares y flavonoides), 

representando gran parte de la diversidad, y compuestos de alto peso molecular menos 

diversos, como mucílago (polisacáridos) y proteínas [394]. Se ha demostrado que la 
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cantidad y composición de los exudados depende de diversos factores como ser: la 

especie vegetal, el estado de desarrollo de la planta, y a las condiciones bióticas y 

abióticas [395]. 

Los metabolitos secretados por las raíces participan en varios procesos en la rizósfera. 

Al modular la composición de los exudados de las raíces, las plantas pueden modificar 

las propiedades del suelo para adaptarse y asegurar su supervivencia en condiciones 

adversas. Utilizan diversas estrategias como: (1) modificar el pH del suelo para solubilizar 

nutrientes, (2) quelar compuestos tóxicos, (3) atraer microbiota beneficiosa o (4) liberar 

sustancias tóxicas para patógenos, entre otras [396]. 

Muchos componentes de los exudados de las raíces sirven como fuentes de carbono y 

nitrógeno para los microorganismos de la rizósfera y también desempeñan un papel en 

los procesos de señalización que regulan las interacciones planta-bacteria [396]. Por esta 

razón, tanto las raíces como sus exudados son candidatos ideales para abordar el 

estudio de la simbiosis rizobio-leguminosa desde una perspectiva metabolómica. 

Tecnologías como la cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en 

tándem (HPLC-MS/MS) y UHPLC-MS/MS [397], la cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC/MS) [398], son las más utilizadas para el estudio de 

metabolitos de una muestra biológica. 

 

La presencia de flavonoides y otros metabolitos implicados en la interacción entre 

rizobios y leguminosas se ha abordado desde la metabolómica. Se ha detectado la 

presencia de flavonoides en raíces y nódulos [399], así como en exudados radiculares 

de soja [400]. En este contexto, la presencia de cromóforos en la estructura de los 

flavonoides les otorga la capacidad de absorber la luz en la región del espectro UV-Vis.  

Estos presentan dos bandas de absorción: la banda I corresponde a la fracción 

cinamoilo, cuyo espectro oscila entre 300 y 380 nm, y la banda II corresponde al benzoilo, 

cuyo espectro oscila entre 240 y 280 nm. Estas características espectrales facilitan su 

identificación. 

Con el fin de identificar las moléculas señal involucradas durante la interacción entre de 

C. necator UYPR2.512 y su hospedero M. pudica, en este capítulo nos enfocamos en el 
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estudio de la composición de los metabolitos presentes en los exudados radiculares, 

mediante varias metodologías. 

2 Materiales y métodos 
 
2.1 Obtención de exudados radiculares 
 
Las semillas de M. pudica se obtuvieron comercialmente del proveedor Outsidepride 

Seeds, LLC (Oregón, EE. UU.). Primeramente, las semillas se deshidrataron con etanol 

70%, se secaron en papel de filtro y se trataron con H2SO4 concentrado durante 10 min, 

seguido de 5 enjuagues de 1 min cada uno con agua estéril. Luego fueron sumergidas 

en hipoclorito de sodio 4% durante 5 min, seguido de 6 lavados de 1 min con agua estéril. 

Las semillas esterilizadas superficialmente se pregerminaron en placas de agua con 

agar:agua 0,8% (p/v), a 30 °C durante 48 h.  

Las semillas pregerminadas se sembraron en frascos de vidrio de 250 mL, con 20 

semillas por frasco, y se agregaron 20 mL de agua estéril junto con una rejilla de acero 

inoxidable para el soporte de las plántulas. Las plantas se incubaron durante 5 días bajo 

un fotoperíodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, a 26 °C. 

Luego, se recolectó la solución de agua que contenía los exudados de las raíces en tubos 

cónicos de plástico de 50 mL, los que se centrifugaron durante 5 min a 12.000 rpm para 

romper los desechos celulares y los sobrenadantes se filtraron mediante filtros de 

nitrocelulosa con poros de 0,45 μm (Millipore, Estados Unidos). Los exudados de raíces 

filtrados y esterilizados se utilizaron en lugar de agua para preparar medio M9 modificado 

(Anexos). 

 

2.2 Evaluación de la expresión del gen pnodB19424-lacZ 
 
Con el fin de evaluar el efecto inductor de los exudados radiculares se utilizó el mismo 

procedimiento utilizado en el punto 2.3 de Materiales y métodos del capítulo II, adaptando 

el protocolo a la utilización de placas de 96 pocillos. Los cultivos bacterianos de 

crecimiento ON se normalizaron a una concentración final de 108 cel/mL en medio 

mínimo M9, y 20 µL de esta suspensión fueron traspasados a una placa de 96 pocillos 

conteniendo 180 µL de medio mínimo fresco M9 y M9 modificado (Anexos), conteniendo 
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éste en vez de agua el mismo volumen de  exudados radiculares frescos colectados  

Como control se utilizó medio de cultivo sin inocular. Se realizaron cuatriplicados 

técnicos. Como control se utilizó la cepa LMG19424 de C. taiwanensis conteniendo los 

mismos plásmidos [194]. 

 

2.3 Búsqueda de moléculas involucradas en la interacción entre UYPR2.512-M. 
pudica 

 
2.3.1 Estrategia I. Búsqueda de flavonoides en exudados radiculares mediante técnicas 

de HPLC-DAD 
 
2.3.1.1 Colecta y obtención de exudados radiculares 
 
Semillas de M. pudica se esterilizaron y germinaron mediante la metodología detallada 

en 2.1. Las semillas se sembraron en frascos de vidrio de 250 mL (50 semillas por frasco) 

conteniendo 50 mL de medio de cultivo Howieson 1/10 (Anexos) [401]. Las semillas en 

los frascos que contenían este sistema fueron inoculadas con una suspensión bacteriana 

de UYPR2.512 a una concentración de 107 ufc/semilla y se incubaron durante 3 y 16 

días. Después de este periodo, se recogieron los exudados. Como controles se utilizaron 

plántulas sin inocular y medio inoculado sin plantas. Los exudados liofilizados se 

mantuvieron en un desecador hasta su uso. 

 
2.3.1.2 Búsqueda de compuestos flavonoides 

 
Con el fin de evaluar la presencia de una mezcla de flavonoides en los exudados 

inoculados con UYPR2.512, los liofilizados fueron reconstituidos en dimetilsulfóxido 

(DMSO) y se realizó una curva de diluciones seriadas que fueron luego analizadas 

mediante lector de placas multimodo Varioskan Flash del IIBCE, realizando un barrido 

espectral desde 230 a 400 nm, que permitiera observar los 2 picos característicos de 

compuestos polifenólicos, correspondientes a las fracciones benzoilo y cinamoilo. Luego, 

las muestras fueron disueltas en buffer ácido fosfórico 0,5% pH 2 e inyectadas en el 

HPLC-DAD (Shimadzu, Kioto, Japón) equipado con una bomba de disolvente LC-6AD, 

un controlador de sistema SCL 10AVB, un horno de columna CTO-10ASVP, un inyector 

Rheodyne modelo 7725, un detector de matriz de diodos SPD-M10AVP, un software 
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Clase VP para adquisición de datos. Como fase estacionaria se utilizó una columna 

analítica C18 HPLC Column (5 µm, 250 × 4.6 mm, Phenomenex). 

El análisis fue llevado a cabo utilizando el siguiente gradiente (fase móvil: A = metanol 

90%; fase móvil B = ácido fórmico 0,1%, pH 2,65): 0-30 min 35-55 %A; 30-55 min 55 %A; 

55-56 min 55-35 %A; 56-70 min 35%A.   

 
2.3.1.3 Análisis de los cromatogramas obtenidos 
 
Los cromatogramas se analizaron utilizando el software Empower Pro, a la longitud de 

onda óptima para cada metabolito buscado. Con el fin de identificar la presencia de 

flavonoides se realizaron análisis comparativos a partir de los cromatogramas de 

flavonoides utilizados como estándares. Como estándares se utilizaron los siguientes 

flavonoides con las correspondientes longitudes de onda óptimas: luteolina (λ=375 nm), 

genisteína (λ= 259 nm), daizeína (λ= 248 nm), naringenina (λ= 290 nm), catequina (λ= 

278 nm) y quercetina (λ= 375 nm) [402]. 

 
2.3.2 Estrategia II-A y II-B. Búsqueda de flavonoides mediante HPLC-ESI-MS/MS 

 
Para este ensayo, se utilizaron los exudados radiculares colectados después de 16 días 

de incubación. 

 
2.3.2.1 Extracción de moléculas presentes en los exudados radiculares 
 
Los liofilizados fueron macerados con mortero en un mínimo volumen de metanol calidad 

HPLC y con el fin de mejorar la extracción, aproximadamente 5 mL de cada muestra 

fueron colocadas en baño de ultrasonido durante 10 min, filtradas en algodón y el 

volumen colectado fue traspasado a tubos limpios. 

Las muestras fueron concentradas en vacío en un rotavapor a 40 ºC durante 2 h. Los 

metabolitos presentes en los exudados radiculares, se sometieron a una etapa de 

extracción en fase sólida (SPE) usando una columna C18 (500mg). Previamente las 

columnas fueron activadas de la siguiente forma: con 1 mL de metanol 100% y con 1 mL 

de agua MilliQ 3 veces consecutivas. Se adicionó el extracto disuelto en agua en los 

cartuchos y destinadas a fraccionamiento secuencial en agua 100%, metanol 50%, 

metanol 100% y acetona 100% para su elución [403]. 
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Las fracciones fueron secadas mediante aeración, se determinaron sus pesos y se 

mantuvieron en frio hasta su análisis. Las muestras fueron disueltas en acetonitrilo a una 

concentración de 1mg/mL y fueron analizadas en primer lugar por HPLC-DAD-ELSD y 

aquellas muestras que presentaron perfiles cromatográficos con picos únicos y 

reproducibles fueron luego reanalizadas por HPLC-ESI-MS/MS. Además de las muestras 

de los exudados radiculares en presencia o ausencia de bacterias, se analizaron los 

extractos del pellet celular, del sobrenadante del cultivo y del medio de cultivo sin 

inocular. Se realizaron cuadriplicados biológicos. Las muestras se denominaron con las 

siguientes abreviaciones: ERMP MeOH 50% o ERMP MeOH 100% si eran exudados 

radiculares de M. pudica extraídos en metanol 50% o 100%, respectivamente y ERMP-

UYPR2.512 MeOH% 50 o ERMP-UYPR2.512 MeOH 100% si eran exudados radiculares 

de M. pudica obtenidos en presencia de UYPR2.512 y extraídos en metanol 50% o 100%, 

respectivamente.  
 
2.3.2.2 Obtención y fraccionamiento de extractos celulares 
 
Se partió de un cultivo de UYPR2.512 crecido en 200 mL de medio líquido M9 1X 

suplementado con citrato 14 mM. Como control se utilizó el medio de cultivo sin inocular.  

A partir del cultivo primario se realizó una dilución 1/100 en medio fresco y se incubó a 

30 ºC, con agitación mecánica a 150 rpm durante 7 días. Finalizado el tiempo, el cultivo 

se centrifugó 4.000 rpm durante 10 min, se traspasó el sobrenadante a una bola de 

decantación, y se destinó para la partición con acetato de etilo. Para ello, se le adicionó 

250 mL de acetato de etilo, se realizaron 3 lavados consecutivos, y se colectó la fracción 

orgánica en busca de los compuestos de interés. La fase orgánica se rota-evaporó a 164 

mbar hasta evaporación total del solvente, se recogió en el mínimo volumen de una 

mezcla de acetato de etilo y agua (1:1) y se concentró hasta sequedad. El extracto fue 

colectado en acetato de etilo, metanol 100% y agua, se concentró nuevamente a vacío 

en speedvac, se resuspendió en 1mL de agua y se fraccionó en columna SPE (C18), al 

igual que en el punto anterior. Las fracciones de los distintos solventes fueron colectadas 

y concentradas.  

El pellet celular se resuspendió en 3 ml de metanol 100%, se colocó en baño ultrasónico 

durante 10 min y se centrifugó durante 10 min a 5000 rpm. El solvente se evaporó hasta 
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sequedad, se resuspendió en 1mL de agua y se fraccionó en columna SPE C18 al igual 

que en el punto anterior. Las muestras se eluyeron con 1 mL de metanol/agua 9:1 (v/v) 

y se concentraron hasta sequedad. El medio de cultivo sin inocular se analizó 

directamente en el HPLC-MS/MS, sin realizar las etapas de fraccionamiento. Las 

muestras fueron almacenadas a 4°C hasta ser analizadas. 

 
2.3.2.3 Análisis cromatográficos cualitativo de metabolitos 
 
Todas las muestras fueron disueltas en 50% metanol a una concentración de 1mg/mL y 

se analizaron mediante HPLC-MS/MS en un sistema Shimadzu UFLC (dos bombas de 

disolvente LC20AD, horno de columna CTO20A ajustado a 40 °C, muestreador 

automático SIL20A y controlador CBM20A) acoplado a un espectrómetro de masas con 

un analizador de captura de electrones con trampa de iones (AmaZon SL), ubicados en  

la Facultad de Ciencias Farmaceúticas de Riberao Preto, Brasil.  Un volumen de 20 μL 

de cada muestra se pasó por una columna Phenomenex C18 (250 mm x 4.6 mm, 

partículas de 5 μm) y se eluyeron con un flujo de 1 mL/min de una mezcla de agua 

(disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B), ambos con un 0,1% de ácido fórmico. El 

gradiente utilizado se realizó de la siguiente manera: 0-5 min (10% B), 5-60 min (10% a 

100% B), 60-70 min (100% B), 70-75 min (100% a 10% B) y 75-85 min (10% B). El 

espectrómetro de masas se hizo funcionar en modo de ionización positiva con los 

siguientes parámetros: capilar de 3.5 kV, desplazamiento de placa final 500V, 

nebulizador de 60 psi, gas seco (N2) con un caudal de 10 mL/min, temperatura de secado 

de 330 °C, auto MS/MS adquiriendo datos entre m/z 50 y 1300, promedio de 3 espectros, 

modo UltraScan para MS/MS, adquisición de tasa espectral de 3 espectros/s, exclusión 

de un ion dado después de 3 espectros y liberado después de 30s. El espectrómetro de 

masas fue controlado por el software Hystar (Bruker Daltonics Inc., EE. UU.). 
 
2.3.2.4 Procesamiento de datos y análisis de los perfiles cromatográficos 
 

Los datos de HPLC-MS/MS de los modos de ionización positiva y negativa, fueron 

convertidos al formato.mzXML, mediante la utilización del software MSconvert 

(Proteowizard Software Foundation, Palo Alto, CA, EE. UU.) y exportados como tabla 

.csv y como archivo .mgf, para ser analizados posteriormente. 
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Los perfiles cromatográficos de fragmentación fueron analizados en comparación con las 

moléculas anotadas en la librería del GNPS (Global Natural Products Source) [387]. La 

red molecular GNPS organiza los compuestos según sus características de 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS) en grupos y compara los espectros con 

bibliotecas espectrales. A partir de las masas obtenidas del HPLC-MS/MS se generó una 

red molecular, la cual fue analizada mediante el programa Cytoscape versión 3.8 [389]. 

Los análisis se realizaron en base a parámetros previamente utilizados en GNPS por 

diferentes grupos de investigación [404]. 

 

2.3.3 Estrategia III. Búsqueda de metabolitos en exudados radiculares mediante GC/MS 
 
2.3.3.1 Obtención de exudados radiculares 
 
Se realizó el mismo procedimiento que en el punto 2.3 de Materiales y Métodos de este 

capítulo. En esta ocasión los frascos contenían 40 mL de agua estéril, se colocaron 40 

semillas por frasco y fueron incubados durante 10 días. Finalizado este tiempo, los 

exudados fueron filtrados y liofilizados. 

 
2.3.3.2 Preparación de extractos a partir de los exudados radiculares colectados 
 
Los exudados liofilizados colectados en el punto 2.3.3.1 fueron resuspendidos en 5 mL 

de metanol anhidro 100%, la re-suspensión fue homogenizada mediante vortex e 

incubada a 4 ºC ON. Finalizado este tiempo, la suspensión se centrifugó durante 2 min 

a 14.000 rpm. Se obtuvo un pellet insoluble en metanol anhidro 100%, y una fracción 

metanólica de 3,45 mL. Las fracciones metanólicas (de entre 200-500 µL) se 

concentraron 4ºC a vacío y se resuspendieron en 80 µL de metoxiamina hidroxicloruro 

(20mg/mL) disuelto en piridina y se incubaron durante 90 min a 40 ºC. Luego se 

añadieron 80 µL del derivatizante N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA, 

15222 - Sigma-Aldrich). La reacción se llevó a cabo durante 30 minutos a 40 ºC. Después 

de este tiempo, las muestras estuvieron listas para su inyección en el GC-MS. 
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El análisis cromatográfico se llevó́ a cabo en el equipo GCMS-QP 2010 ULTRA 

(Shimadzu), equipado con un auto-inyector (AOC-20i, Shimadzu), una pre-columna GC 

Guard column (0,25 μm×5 m, RESTEK cat#1000), una columna HP-5MS (0,25 μm×30 

m, Agilent, 19091SS - 433) y un flujo de gas Helio de 28,9 mL por min, ubicado en la 

plataforma de química analítica del IIBCE. La temperatura inicial del horno fue de 80 ºC, 

mantenida por 2 min, se incrementó́ luego a 290 ºC (8 ºC/min), se mantuvo por 3 min y 

finalmente se incrementó́ a 310 ºC (20 ºC/min) y se mantuvo por 10 min adicionales. La 

temperatura del inyector y detector fue de 300 ºC. El volumen de inyección fue de 1 μL y 

el modo de inyección fue el splitless. Para la detección se empleó la ionización por 

impacto electrónico a 70 eV, y se escanearon los m/z entre 50-850. 

 
2.3.3.3 Identificación cualitativa de metabolitos 
 
Para la identificación de metabolitos, se analizó la presencia de los iones totales (TIC), 

el cual permite obtener un espectro de masa asociado para cada molécula. Los valores 

de las masas obtenidos se compararon con la base de datos de espectros de masa 

presente en la librería del equipo (NIST and Wiley libraries). Como criterio de 

comparación de espectros entre los picos obtenidos y las bases de datos utilizadas, se 

utilizó una similitud > 90 e índices de retención con una tolerancia de +/- 10. A su vez, 

los valores de las áreas de cada pico se normalizaron con respecto al ribitol (estándar 

interno), el cual fue adicionado a todas las muestras. 

Los cromatogamas se analizaron con el software GC-MS Solutions de Shimadzu. Para 

la confirmación de algunos de los metabolitos identificados se utilizaron estándares de 

aminoácidos, para lo cual se empleó una mezcla de aminoácidos calidad estándar 

analítico (Sigma-Aldrich; AAS18). A su vez, se utilizaron estándares de azúcares 

(sacarosa, fructosa, D(+) glucosa, L(-) arabinosa), de polialcoholes (mio-inositol, xilitol, 

D(-), xilosa, L(-) arabitol), ácidos orgánicos (ácido glucónico), ácidos carboxílicos (ácido 

oxálico) de concentraciones conocidas y como estándar interno se utilizó ribitol 2mg/mL, 

el cual se adicionó a cada una de las muestras. Los estándares fueron disueltos en agua, 

concentrados por evaporación a baja presión en un concentrador speedvac y 

derivatizados con la misma metodología utilizada para los extractos de los exudados 

radiculares. La concentración se normalizó en función del estándar interno. 
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2.3.3.4 Estudio del efecto inductor de exudados radiculares de M. pudica en URPR2.512 
 
Se empleó la misma metodología descrita en el punto 2.3 de Materiales y Métodos. En 

esta ocasión, los cultivos fueron inducidos en presencia de medio mínimo M9 

suplementado con la fracción metanólica al 4% (v/v). Como control positivo, se utilizó 

luteolina 15 µM. 

 
2.4 Estudio del efecto inductor de flavonoides y otros compuestos fenólicos en 

URPR2.512 
 
Se utilizó la misma metodología utilizada en el punto 2.3. Los cultivos fueron inducidos 

en presencia de flavonoides de concentración 15 µM, que incluyeron daídzeína 

(isoflavononas), naringenina (flavanona), catequeina (flavanoles), miricetina, crisina, 

apigenina (flavonas) y quercetina (flavonoles), y compuestos fenólicos como el 

reverastrol (estibeno), el ácido curmárico (derivado de caído cinámico). En todos los 

casos los reactivos utilizados fueron de calidad estándar (98% de pureza, Sigma-Aldrich), 

disueltos en DMS o en agua, según correspondiese en cada caso. como control positivo 

se utilizó luteolina 15 µM. Se realizaron triplicados técnicos.  

3 Resultados 
 
3.1 Los exudados radiculares de M. pudica inducen la expresión del pnodB19424-

lacZ en UYPR2.512 
 
Al utilizar exudados frescos de M. pudica en cultivos de UYPR2.512 se observó un 

aumento en la actividad de la β-galactosidasa de los cultivos de UYPR2.512 portando 

pCBM01 así como en la cepa control LMG19424 portando pCBM01. Estos resultados 

indican que los exudados obtenidos a partir de M. pudica contienen inductores de la 

expresión de los genes nod de Cupriavidus. 
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Figura 41. Respuesta de la región promotora del gen nodB a la presencia de exudados radiculares frescos 

en cultivos de UYPR2.512. 

La determinación de la actividad β-galactosidasa se realizó en cultivos de UYPR2.512 portando los 

plásmidos pCBM01 o pCZ388 en medio mínimo M9 modificado, luego de un período de incubación durante 

16 h a 30 ºC. Como control se utilizó la cepa LMG19424 de C. taiwanensis. La expresión de lacZ se evaluó 

como actividad β-galactosidasa registrada como unidades Miller. Los exudados fueron colectados luego 
de 10 días de incubación. Los datos se expresan como la media de tres réplicas biológicas con sus errores 

estándar. 

 

Con el afán de identificar las moléculas presentes en la interacción entre UYP2.512 y su 

leguminosa hospedera M. pudica, se decidió utilizar un enfoque metabolómico basado 

en el estudio de las moléculas presentes en los exudados radiculares. 

 
3.2 Búsqueda de moléculas involucradas en la interacción entre UYPR2.512-M. 

pudica 
 
3.2.1 Estrategia I. Búsqueda de flavonoides mediante HPLC-DAD  
 
La primera estrategia consistió en analizar los metabolitos presentes en los exudados 

radiculares de M. pudica en presencia del simbionte UYPR2.512, mediante una 

aproximación metabolómica dirigida. En particular, se buscó evidenciar la presencia de 

flavonoides. Al realizar un espectro de barrido de absorción de los exudados (de 230 a 
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400 nm), se observó solamente uno de los 2 picos máximos característicos de los 

flavonoides, en el entorno de los 250 nm, el cual correspondería a la fracción cinamoilo 

(254 nm). Luego mediante HPLC-DAD, se observó la presencia de compuestos con picos 

máximos de absorción en el entorno de 250 nm y 260 nm (Figura 42), los cuales podrían 

corresponderse al ácido ferúlico y al ácido gálico, ambos precursores de flavonoide [405], 

[406]. 

 
Figura 42. Perfil cromatográfico de exudados radiculares de plántulas de M. pudica inoculadas con 

UYPR2.512. 

En A: Cromatograma HPLC-DAD (Unidades de absorbancia vs RT (tiempo de retención, min)), y B: 

Espectros ultravioletas de cada pico individual encontrado. Se observa un pico de absorbancia máximo en 

el entorno de 250 nm. Se indica el perfil de una muestra representativa. 

 

En base a estos resultados se repitió el experimento con un mayor número de plantas 

(40 plantas), y aumentando el tiempo de interacción entre los simbiontes a 20 días. El 

análisis por HPLC-DAD mostró un cromatograma con mayor cantidad de picos a la 

longitud de onda de 254 nm, región del espectro de absorción ultravioleta en la que 

absorben los compuestos aromáticos, como los presentes en los polifenoles esperados 

en las muestras procesadas (Figura 43 y 44). A su vez, se observó una mayor cantidad 

de picos en presencia de la bacteria, en comparación con el control (Figura 43 y 44). 

A B
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Figura 43. Perfil cromatográfico de exudados radiculares de plántulas de M. pudica inoculadas con 
UYPR2.512. 

Se indica en A: Cromatograma HPLC-DAD C18 de los exudados radiculares, en modo gradiente utilizando 

como fase móvil ácido fosfórico 0,5% pH 2 y metanol 90%, registrado a 254 nm y en B: De arriba hacia 

abajo se indican los espectros ultravioletas de 6 picos individuales observados en el cromatograma en A,  

 

 
Figura 44. Perfil cromatográfico de exudados radiculares de plántulas de M. pudica. 

Se indica en A: Cromatograma HPLC-DAD C18 de la muestra control, en modo gradiente utilizando como 

fase móvil ácido fosfórico 0,5% pH 2 y metanol 90%, registrado a 254 nm y en B: Espectros ultravioleta de 

los picos encontrados. En el panel A se incluye el perfil cromatográfico del flavonoide genisteína (λ= 259 

nm). El estudio comparativo indicaría un pico muy similar a dicho flavonoide. 
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Como se muestra en ambas figuras, se observó la presencia de un pico con 

características muy similares al de la genisteína en el entorno de los 260 nm, un 

flavonoide inductor de los genes nod de rizobios [407]. Sin embargo, no coincidió su 

tiempo de retención, con el observado en la muestra analizada. No fue posible identificar 

el resto de los picos correspondientes, ya que los mismos tampoco coincidieron con los 

tiempos de retención, ni el espectro con los de los estándares de flavonoides comerciales 

disponibles (Fig. 45). 

 
Figura 45. Perfiles cromatográficos de flavonoides utilizados como estándares. 

A la izquierda se indican los cromatogramas HPLC-DAD C18 y a la derecha los espectros UV de su 

respectivo pico, para catequina (λ= 278 nm), daidzeína (λ= 248 nm), genisteína (λ= 259 nm), luteolina (λ= 
375nm), naringenina (λ= 290 nm), y quercetina (λ= 375 nm).  
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Con el objetivo de profundizar en la identificación de los compuestos presentes en los 

exudados radiculares decidimos realizar un nuevo análisis mediante HPLC-UV, HPLC-

DAD-ELSD y HPLC-ESI-MS/MS, en el contexto de una pasantía realizada en la Facultad 

de Ciencia Farmacéutica de la Universidad de Sao Paulo, Ribeirao Preto, Brasil, bajo la 

dirección de la Dra. Mónica Puppo y financiada por la ANII. 

 

3.2.2 Estrategia II-A. Espectros obtenidos mediante HPLC-UV y HPLC-DAD-ELSD  
 
Con la finalidad de evidenciar la presencia de flavonoides en los extractos provenientes 

de exudados radiculares en presencia o ausencia de la bacteria, se realizó un primer 

análisis exploratorio mediante HPLC-UV. Tal como había ocurrido anteriormente 

(estrategia I), no se observó ninguna de las 2 bandas características de los flavonoides 

en el UV-Vis. Sin embargo, al comparar los espectros de los exudados radiculares en 

presencia de la bacteria (ERMP-5V12), con el correspondiente exudado sin la bacteria 

(ERMP), se observaron picos diferenciales (Figura 46, panel A y B). 
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Figura 46. Perfiles cromatográficos obtenidos mediante HPLC-DAD-ELSD. 

Se indica en A: Perfiles cromatográficos de la fracción metanóIica de ERMP MEOH 50% y en B: Perfiles 
cromatográficos de la fracción metanólica de ERMP-UYPR2.512 MEOH 100%, incubadas durante 16 días. 

Perfiles cromatográficos registrados a 240 nm. En cada panel se muestran 4 cromatogramas en distintos 

colores, correspondientes a los cuatriplicados biológicos. Para el análisis se consideraron aquellas 

muestran que presentaron picos únicos y reproducibles en los cuatriplicados biológicos.  

 

A partir de estos datos, se seleccionaron las muestras ERMP-UYPR2.512 MeOH 100% 

y ERMP MeOH 50% como control, por contener picos diferenciales, para su posterior 

análisis mediante HPLC-ESI-MS/MS. A su vez, se incluyeron extractos del pellet celular, 

del sobrenadante del cultivo bacteriano, del sobrenadante del medio de cultivo y del 

solvente utilizado. 
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3.2.3 Estrategia II-B. Espectros obtenidos mediante HPLC-ESI-MS/MS 
 
A partir de los espectros de HPLC-ESI-MS/MS de los extractos de los exudados de M. 

pudica y de los exudados de M. pudica en presencia de UYPR2.512, se detectaron 27 

picos, los cuales corresponderían a compuestos únicos en cada condición (Fig. 47C). 

 

 
Figura 47. Cromatogramas de los extractos de exudados radiculares obtenidos mediante HPLC-ESI-
MS/MS.  

Se muestran los siguientes perfiles: A: Metanol (solvente), B: ERMP MEOH 50% (exudado de la planta en 

metanol 50%), C: ERMP-UYPR2.512 MEOH 100% (exudado de la planta en presencia de la bacteria en 
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metanol 100%), D: sobrenadante de medio de cultivo de UYPR2.512, E: sobrenadante del medio de cultivo 

sin inocular con UYPR2.512 y F: pellet celular de UYPR2.512. Se muestra una corrida representativa de 

cada extracto. El recuadro azul resalta la presencia de picos correspondientes a compuestos expresados 

en cada uno de los extractos. En eje de las ordenadas se indica intensidad de fluorescencia y en eje de 
las abscisas el tiempo de retención. 

 

El análisis detallado de ambos extractos (Figura 48), mostró la presencia de 9 picos 

encontrados únicamente en presencia de la bacteria, lo que sugiere que estos 

corresponderían a compuestos que podrían estar implicados en la interacción simbiótica. 

 
Figura 48. Perfiles obtenidos mediante HPLC-ESI-MS/MS de los extractos de exudados radiculares de M. 

pudica. 

Se muestran los datos de una muestra representativa de cada extracto. Se indica en A: el exudado de 

ERMP MEOH 50% y en B: ERMP-UYPR2.512 MEOH 100%. Los números indican los picos 

correspondientes a compuestos únicos presentes en los exudados radiculares de la planta en presencia 

de la bacteria. En eje de las ordenadas se indica intensidad de fluorescencia y en eje de las abscisas el 
tiempo de retención. 

 

3.3 Caracterización de los picos observados 
 
Con la finalidad de caracterizar los picos diferenciales observados, los patrones de 

espectrometría de masas obtenidos fueron analizados de acuerdo con su similitud, 
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dando origen a grupos de espectros (cluster), partiendo de la premisa de que moléculas 

con estructuras similares producen patrones de fragmentos similares.  

La búsqueda de similitudes en la base de datos de GNPS permitió identificar solamente 

un clúster (Fig. 49, recuadro azul) el cual tendría nodos que corresponderían al 

flavonoide miricetina-3-rutinosa.  

Por otro lado, la gran cantidad de singletones observadas sería indicativo de la presencia 

de moléculas únicas, reflejando la compleja composición química de las muestras 

analizadas.  
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Figura 49. Red molecular generada a partir de los espectros obtenidos mediante HPLC-ESI-MS/MS. 

Los nodos se conectan mediante líneas negras, en función a la similitud espectral. Cada nodo indica la 

masa (m/z) del compuesto, y los colores indican el origen de ese compuesto. En el recuadro azul se resalta 

un agrupamiento (cluster) de interés en el cual de acuerdo a la base comparativa del GNPS presentaría 

dos nodos anotados como correspondientes al flavonoide miricetina-3-rutinosa. El paréntesis azul indica 

los singletones. Imagen obtenida mediante la utilización del programa Cytoscape. 

 

Al realizar un análisis detallado manual, en el cual se comparó los valores de m/z de las 

moléculas obtenidos mediante HPLC MS/MS (m/z = 626.635 y m/z = 626.57) y los 
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valores de m/z de dichas moléculas anotados como miricetina3-rutinosa por el GNPS 

(m/z = 627.15), se observó que las diferencias de las masas resultaron ser mayores a 

0,5 Da, por lo cual no fue posible confirmar que se tratara de este flavonoide. 
 

 
Figura 50. Clúster de interés con nodos anotados como correspondientes a flavonoides según la librería 

del GNPS.  

Los porcentajes dentro de los nodos indican la masa molecular masa/carga (m/z) de los compuestos 

identificados y los colores indican el origen de ese compuesto. En color verde el compuesto que proviene 

de ERMP, en color rojo de ERMP-UYPR2.512 y en amarillo de pellet bacteriano. Las flechas azules indican 
los nodos anotados como miricetina 3-rutinosa en el GNPS. 

 

Por otro lado, con el fin de confirmar que realmente los nodos no correspondían al 

flavonoide miricetina 3-rutinosa, un análisis mediante HPLC de alta resolución realizado 

en la Facultad de Ciencia Farmacéutica de la Universidad de Sao Paulo, confirmó que 

esas moléculas no corresponderían a flavonoides. Por lo cual la miricetina-3-rutinosa 

estaría mal anotada en la base de datos del GNPS. 

A su vez, como se observa en la figura 49, existen varios compuestos que fueron 

producidos únicamente durante la interacción planta-bacteria (nodos de color rojo). Sin 

embargo, debido que las moléculas no fueron anotadas por el GNPS, se sugiere que se 

trataría de compuestos nuevos o no descritos anteriormente y sería necesario aislarlos 

para determinar su estructura química 
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3.4 Estrategia III. Identificación de metabolitos presentes en exudados 
radiculares mediante GC/MS 

 
Debido a que no se logró evidenciar la presencia de flavonoides en los exudados 

radiculares de M. pudica, se analizó su composición usando una estrategia de 

metabolómica no dirigida. Mediante análisis por GC-MS se identificaron entre 255-369 

picos en los ERMP y entre 288-364 en los ERMP-UYPR2.512, correspondientes a 

posibles metabolitos presentes en las muestras analizadas (Tabla 25 y Fig. 50). 

 
 
Tabla 25. Cantidad de metabolitos identificados mediante GC-MS para cada una de las de las fracciones 

metanólicas analizadas 
Las siglas ERMP corresponde a exudados radiculares de M. pudica, y ERMP-UYPR2.512 corresponde a 

exudados radiculares de M pudica en presencia de UYPR2.512. 

 

Muestra Nº de picos detectados 

ERMP (1) 255 

ERMP (2) 369 

ERMP (3) 340 

ERMP (4) 323 

ERMP-UYPR 2.512 (1) 288 

ERMP-UYPR2.512 (2) 364 

ERMP-UYPR 2.512 (3) 306 

ERMP-UYPR2.512  (4) 328 

 

Los perfiles cromatográficos correspondientes a los cuadriplicados biológicos de los 

exudados obtenidos en ausencia o en presencia de UYPR2.512 presentaron variaciones 

tanto en el número de picos detectados como en su definición (Fig. 51). 
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Con la finalidad de asignar un identificador a los picos obtenidos mediante GC/MS, se 

estableció como criterio del análisis la asignación de picos a metabolitos cuya similitud 

con la base de datos fuera superior al 90%, con un índice de retención (IR) < 0,1 y que 

estuvieran presentes en al menos 1 de las 4 muestras analizadas para cada condición. 

 

Siguiendo estos criterios, se identificaron un total de 68 metabolitos presentes en los 

exudados radiculares de M. pudica independientemente de la ausencia o presencia de 

UYPR2.512 (Tabla 26). De estos, 40 metabolitos se mantuvieron constante en presencia 

de UYPR2.512, 19 solo se encontraron en ausencia de UYPR2.512 y 9 fueron 

específicos en presencia de UYPR2.512. Estos 9 metabolitos, que solamente se 

detectaron cuando ambos simbiontes están presentes, podrían estar involucrados en la 

interacción simbiótica. De acuerdo a su estructura química, estos metabolitos se 

clasificaron en 4 familias químicas; ácidos carboxílicos (5 metabolitos), ácidos aromáticos 

(2 metabolitos), aminoácidos (1 metabolito) y polialcoholes (1 metabolito) (Tabla 26). 
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Figura 51. Cromatogramas de los exudados analizados mediante GC-MS. 

A: exudados radiculares de M. pudica (ERMP) (1), B: ERMP (2), C: ERMP (3), D: ERMP (4), E: exudados 

radiculares de M. pudica en presencia de UYPR2.512 (ERMP-UYPR2.512) (1), F: ERMP-UYPR2.512 (2), 

G: ERMP-UYPR2.512 (3), F: ERMP-UYPR2.512 (4). 

 

ERMP-UYPR2.512 (3)ERMP (3)
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Tabla 26. Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausencia y/o en presencia de 

UYPR2.512. 

Los metabolitos resaltados en negrita fueron confirmados por estándares. Resaltados en color amarillo se 

indican los metabolitos presentes independientemente de la presencia de UYPR2.512, en color turquesa 
los metabolitos presentes únicamente en ausencia de UYP2.512, y en color naranja los metabolitos 

detectados únicamente en presencia de UYP2.512. 

 

Familia Química Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausencia y 
en presencia de UYPR2.512 (Similitud >90 y IR<0,1)  

Acidos alditólicos D-Arabinonic acid, 2,3,5-tris-O-(trimethylsilyl)-,gamma-lactone (CAS) 2,3,5-TRI-O-

TRIMETHYLSILYL-ARABINONO-1,4-LACTONE 

Acidos aromáticos Benzenepropanoic acid, alpha-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) BETA.-

PHENYLLACTIC ACID-DITMS 

Acidos aromáticos Gluconic Acid/Galactonic acid 

Acidos aromáticos Galactaric Acid-HEXATMS 

Acidos aromáticos Benzoic acid, 4-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) PARA-HYDROXYBENZOIC-

DITMS 

Acidos aromáticos Benzoic acid, 3-methoxy-4-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL 

VANILLIC ACID 

Acidos carboxílicos Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) LACTIC ACID-DITMS 
Acidos carboxílicos Acetic acid, [(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) GLYCOLIC ACID-DITMS 

Acidos carboxílicos Erythronic acid-.gamma.-lactone, bis-O-(trimethylsilyl) 

Acidos carboxílicos PARABANIC ACID, BIS-O-(TRIMETHYLSILYL) 

Acidos carboxílicos Heptanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL PIMELIC ACID 

Acidos carboxílicos Xylonic acid, 2,3,5-tris-O-(trimethylsilyl)-, .gamma.-lactone, D- (CAS) 2,3,5-TRI-O-

TRIMETHYLSILYL-XYLONO-1,4-LACTONE 

Acidos carboxílicos 2-Piperidinecarboxylic acid, 1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester (CAS) PIPECOLIC-DITMS 

Acidos dicarboxílicos Ethanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) OXALIC ACID-DITMS 
Acidos dicarboxílicos Propanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL MALONIC ACID 

Acidos dicarboxílicos Butanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester 

Acidos dicarboxílicos Fumaric acid 

Acidos grasos Bis-O-trimethylsilyl-palmitinic acid-glycerin-(1)-monoester 

Acidos grasos Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester (CAS) PALMITIC ACID-MONOTMS 

Ácidos grasos Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 

Acidos orgánicos Lactic acid dimer, bis bis(trimethylsilyl)- 

Acidos orgánicos Butanedioic acid, [(trimethylsilyl)oxy]-, bis(trimethylsilyl) ester (CAS) MALIC ACID 3TMS 

Acidos orgánicos Citric acid 

Acidos orgánicos Gluconic Acid, lactone 
Acidos orgánicos Tartaric acid 

Alcoholes  1,2,3-butantriol, tris-O-(trimethylsilyl)" 

Aldehídos Butanal, 2,3,4-tris[(trimethylsilyl)oxy]-, (R*,R*)- (CAS) ERYTHROSE-TRITMS 
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Familia Química Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausencia y 
en presencia de UYPR2.512 (Similitud >90 y IR<0,1)  

Alditoles Pentitol, 1-desoxy-tetrakis-O-(trimethylsilyl) 

Alditoles D-erythro-Pentitol, 2-deoxy-1,3,4,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)- (CAS) 

Amidas Urea, N,N'-bis(trimethylsilyl)- (CAS) Bis(trimethylsilyl)urea 

Amidas 9-Octadecenamide, (Z)- (CAS) OLEOAMIDE 

Aminoacidos Threonine 
Aminoácidos Valine 

Aminoácidos Glycine 
Aminoácidos Serine 

Aminoácidos L-Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester (CAS) PYROGLUTAMIC ACID-DITMS 

Aminoácidos L-aspartic 

Aminoácidos Glutamine 
Aminoácidos Trimethylsilyl ester of N,N-bis(trimethylsilyl)-cysteine 

Azúcares/polisacáridos Pyrimidine, 2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- (CAS) URACIL, O2,O4-BIS(TRIMETHYLSILYL) 

Azúcares/polisacáridos D-Glucopyranose, 4-O-[2,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-.beta.-D-galactopyranosyl]-1,2,3,6-

tetrakis-O-(trimethylsilyl)- 

Azucares/polisacáridos  D-xylose 
Azucares/polisacáridos  L-arabinose 

Azucares/polisacáridos  D-Galactose, 6-deoxy-2,3,4,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-, O-methyloxime (CAS) 

TETRAKISTRIMETHYLSILYL ETHER DESOXY-6-GALACTOSE 

Azucares/polisacáridos  Fructose 
Azucares/polisacáridos  Sacarosa-OCTATAMS 

Azucares/polisacáridos  Cellobiose-OCTATMS 

Carbazoles 9H-Carbazole, 9-phenyl- (CAS) N-Phenylcarbazole 

Esteres  Dipropylene glycol dibenzoate 

Eteres 3,6,9-Trioxa-2,10-disilaundecane, 2,2,10,10-tetramethyl- (CAS) DIETHYLENE GLYCOL 

BISTRIMETHYLSILYL ETHER 

Eteres 3,6,9,12-Tetraoxa-2,13-disilatetradecane, 2,2,13,13-tetramethyl- (CAS) TRIETHYLENGLYCOL, 

BIS-O-(TRIMETHYLSILYL) 

Eteres 3,8-Dioxa-2,9-disiladecane, 2,2,9,9-tetramethyl-5,6-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, (R*,S*)- (CAS) 

Erythritol, 1,2,3,4-tetrakis-O-(t 

Eteres 3,8-Dioxa-2,9-disiladecane, 2,2,9,9-tetramethyl- 

Eteres 2-Monostearin trimethylsilyl ether 

Fosfato de silanol Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1) 

Hidroxiácidos Benzeneacetic acid, alpha.-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester (CAS) BISTRIMETHYLSILYL 

MANDELIC ACID 

No se logró identificar Pentonic acid, 2-deoxy-3,4,5-tris-O-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester (CAS) 1-OXO-1,3,4,5-

TETRAKIS(TRIMETHYLSILOXY)PENTAN 

Pipecolinas Ethyl 1-methylpipecolinate 

Piridinas 4-Hydroxypyridine, trimethylsilyl ether 

Polialcoholes 3,7-Dioxa-2,8-disilanonane, 2,2,8,8-tetramethyl- (CAS) 1-3-PROPANEDIOL-DI-TMS 
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Familia Química Metabolitos detectados en exudados radiculares de M. pudica en ausencia y 
en presencia de UYPR2.512 (Similitud >90 y IR<0,1)  

Polialcoholes Bis-O-(trimethylsilyl)-1,4-butandiol-1-D1" 

Polialcoholes Xylitol 

Polialcoholes L(-)arabitol 
Polialcoholes Galactitol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-(trimethylsilyl)- (CAS) GALACTITOL-HEXATMS 

Polialcoholes Myo-inositol 

Polialcoholes Dulcitol, hexakis(trimethylsilyl) ether 

Silanos Trimethyl-[2-[2-[2-(2-trimethylsilyloxyethoxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]silane 

Siliconas Pentasiloxane, dodecamethyl- (CAS) Dodecamethylpentasiloxane 

 

3.4.1 La fracción metanólica presenta metabolitos inductores del pnodB19424-lacZ en 
UYPR2.512 

 
Después de 16 horas de incubación de los cultivos en presencia de la fracción metanólica 

de los exudados radiculares de M. pudica, se observó un aumento significativo en la 

actividad de la β-galactosidasa en UYPR2.512 portando pCBM01, en comparación con 

UYPR2.512 portando pCZ388. Además, la inducción de la expresión fue aún mayor en 

comparación con la inducción provocada por la luteolina (Fig. 52). lo cual indica que la 

fracción metanólica de los exudados radiculares aún contiene inductores de la expresión 

génica de los genes nod en UYPR2.512. 

 
Figura 52. Respuesta de la región promotora del gen nodB a la presencia de exudados radiculares en 
cultivos de UYPR2.512. 

La determinación de la actividad β-galactosidasa se realizó en cultivos de UYPR2.512 portando los 

plásmidos pCBM01 o pCZ388 en medio mínimo M9 modificado, luego de un período de incubación de 16h 

a 30 ºC. Como control se utilizó luteolina 15µM. La expresión de lacZ se evaluó como actividad β-
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galactosidasa registrada como unidades Miller. Los exudados fueron colectados luego de 10 días de 

incubación. La barra en el eje de las x corresponde los cultivos portando cada uno de los plásmidos sin 

inducir. Los datos se expresan como la media de tres réplicas biológicas con sus errores estándar. 

 
3.4.2 Flavonoides y otras moléculas son inductores de los genes nod en cultivos de 

UYPR2.512  
 

A partir de los resultados presentados en el punto 3.1, los cuales demostraron que los 

exudados presentaban moléculas responsables de la inducción de los genes nod y con 

el fin de conocer cuál es la naturaleza de esas moléculas, se estudió el efecto de 

flavonoides y otros polifenoles, reportados como inductores de genes nod en otros 

rizobios [116], [134], [135], [138], [146], [408]. Se estudió el efecto en la inducción de los 

cultivos de UYPR2.512, luego de 18 h de inducción (Fig. 53). 

 
Figura 53. Respuesta de la región promotora del gen nodB en presencia de flavonoides y otros polifenoles 

en cultivos de UYPR2.512.  

La determinación de la actividad β-galactosidasa se realizó en cultivos de UYPR2.512 portando los 

plásmidos pCBM01 o pCZ388. La expresión de lacZ se evaluó como actividad b-galactosidasa registrada 

como unidades Miller luego de un período de incubación de 18 h a 30 ºC, en presencia de los flavonoides 
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La barra en el eje de las x corresponde los cultivos portando cada uno de los plásmidos sin inducir. Los 

datos se expresan como la media de duplicados biológicos con sus errores estándar. 

 

Se observó un aumento de la actividad β-galactosidasa de cultivos de UYPR2.512 

portando pCBM01 en presencia de todos los compuestos evaluados. Particularmente, 

las flavonas crisina (11X), miricetina (7X) y apigenina, (4X) produjeron un mayor aumento 

de la expresión en cultivos de UYPR2.512 portando pCBM01, con respecto al del resto 

de los flavonoides, e incluso al compararlo con luteolina (3,8X). Con respecto a otros 

polifenoles, la presencia de ácido cumárico (3,8X) (precursor de flavonoides), resultó ser 

un inductor más potente que el reverastrol (3X). No se observó un efecto en el 

crecimiento de UYPR2.512 para ninguno de los compuestos evaluados como inductores 

(datos no mostrados). 
 

4 Discusión 
 
4.1 Respuesta de los genes nod en UYPR2.512 a exudados radiculares, 

flavonoides y otros compuestos 
 

Varios trabajos han demostrado que los exudados radiculares contienen una gran 

variedad de moléculas, algunas de las cuales son una señal clave para la interacción 

simbiótica, ya sea actuando como moléculas quimioatrayentes hacia los rizobios o 

favoreciendo el proceso de simbiosis [409], [410]. En dicho contexto, demostramos que 

los exudados radiculares de M. pudica son capaces de inducir la expresión de los genes 

nod en UYPR2.512 indicando que contienen una o más moléculas inductoras de los 

genes nod (Fig. 52). 

 
Como se comentó previamente los flavonoides unidos a las proteínas NodD, inducen la 

expresión de los genes nod tanto en alfa como en beta-rizobios. Los resultados 

presentados en el capítulo II, muestran efectivamente el efecto inductor de la luteolina 

sobre los genes nod en UYPR2.512. Luego, nos surgió el interrogante de que 

posiblemente existieran otros flavonoides y/o otras moléculas, que tal vez también 

podrían estar involucradas en dicha interacción. En este capítulo se evaluó el efecto 
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inductor de otros flavonoides, y de otros compuestos fenólicos presentes en los 

exudados radiculares de M. pudica.  

 
De los compuestos evaluados, las flavonas crisina y apigenina, resultaron ser inductores 

muy potentes de la expresión de los genes nod (Figura 53). Estos flavonoides son 

inductores en otros rizobios, como ser en los géneros Rhizobium y Mesorhizobium, y se 

ha visto su implicancia en la simbiosis de los mismos con sus plantas hospederas [408], 

[411]. A su vez, resultaron inductores, aunque en menor medida, la flavona miricetina y 

la catequina, compuestos que se clasifican dentro de la familia de los flavanoles. De las 

tres flavonas evaluadas, crisina y apigenina presentan mayor similitud a nivel estructural 

en comparación con la miricetina. Las diferencias en la capacidad inductora entre las 

flavonas e incluso con los flavonoles, permiten suponer que existiría una cierta 

especificidad o preferencia de reconocimiento, mediada por la estructura, de estos 

compuestos al regulador NodD. A pesar de que se ha demostrado que la habilidad de 

unión de NodD a la caja nod, y la posterior inducción de los genes nod, está influenciada 

por los flavonoides [116], [138], se tiene muy poca información sobre la localización de 

los sitios de unión a los flavonoides y sobre los mecanismos de activación de NodD.  

En un estudio en el que realizaron modelados computacionales en base a homología de 

secuencias aminoacídicas de proteínas NodD, con otros reguladores transcripcionales 

de la familia LysR, se predijo la estructura secundaria de la proteína en presencia de 

luteolina [412]. Según las predicciones, los residuos de asparagina 135 y 153 del extremo 

C-terminal de NodD, estarían involucrados en la unión a la luteolina mediante la 

formación de enlaces de hidrógeno entre los grupos aceptores de hidroxilos de los 

residuos de asparagina y los grupos donadores de hidroxilos de la luteolina. Estos 

resultados nos permitirían suponer que la presencia de un mayor número de grupos 

donadores de hidrógeno en el flavonoide, estabilizarían la unión a NodD. Sin embargo, 

en nuestro caso, observamos una menor inducción del pnodB en presencia de miricetina, 

que tiene 3 grupos hidroxilos en el anillo B, con respecto a crisina que no contiene 

ninguno y con apigenina que tiene un grupo hidroxilo, lo cual sugiere que la estabilidad 

de la unión estaría afectada por otras uniones. 
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En otro estudio in-silico, realizado por Bag y col. [413], se determinaron los diferentes 

valores de afinidad de unión (kcal/mol) entre la proteína NodD de R. leguminosarum bv 

trifolii y 19 tipos distintos de flavonoides, donde una afinidad de unión más negativa sería 

indicativa de una interacción más fuerte. En dicho estudio, se determinó que la unión a 

los diferentes flavonoides estaría afectada en función del número de formación de 

enlaces de hidrógeno, como en el número de interacciones hidrofóbicas. A modo de 

ejemplo según este estudio, en la formación de enlaces de hidrógeno entre NodD y 

flavonoides como ser la luteolina, quercetina y apigenina, estarían involucrados los 

residuos de treonina 203, asparagina 7, fenilalanina 48 y en la formación de enlaces 

hidrofóbicos arginina 202 (D), leucina 204, prolina 206, serina 207, triptofano 211, donde 

en conjunto estabilizarían la unión.  

En este sentido, estudios de modelado computacional utilizando la secuencia de la 

proteína NodD de UYPR2.512 podrían aportar más información y confirmar nuestros 

resultados. 

 

Los niveles de respuesta de pnodB19424-lacZ en UYPR2.512 a los distintos tipos de 

flavonoides reflejan cierta especificidad del sistema, sin embargo, también se observó 

una respuesta significativa a otros compuestos fenólicos, sugiriendo que la proteína 

NodD de UYPR2.512, presenta flexibilidad en su especificidad. Los flavonoides han sido 

las primeras señales moleculares descriptas y las más estudiadas en la interacción 

rizobio-leguminosa y, como se comentó previamente, los tipos de flavonoides varían 

entre las asociaciones simbióticas. Se ha reportado que isoflavonoides como la 

genisteína y la daídzeina están involucrados en la simbiosis entre Bradyrhizobium y 

Glycine max (soja) [138], y en el caso de R. leguminosarum bv. viciae es estimulado por 

el flavonoide hesperetina secretada por las raíces de Pisum sativum [414]. En dicho 

contexto, se ha reportado la presencia de ácidos fenólicos (cumárico, ferúlico y cafeico) 

en los exudados radiculares de L. japonicum, los cuales inducen la expresión de los 

genes nod en cepas de Mesorhizobium [411].  

Esto nos llevó a hipotetizar que además de los EPS, SSTIII y las lectinas, otras moléculas 

como las aquí observadas podrían estar involucradas en las etapas de reconocimiento 

[100], [150], [159].  
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4.2 Compuestos presentes en los exudados de M. pudica  
 
Con el fin de describir la composición de los exudados radiculares de M. pudica, se utilizó 

un sistema de hidroponia en el que se incubaron las plantas solas o en presencia de su 

par simbiótico, la cepa UYPR2.512 de C. necator. Los exudados fueron colectados y su 

composición fue analizada mediante técnicas analíticas (HPLC-DAD, HPLC-ESI-MS/MS 

y GC-MS) ampliamente utilizadas en la actualidad [397], [398], [399], [400]. Gran parte 

de nuestros esfuerzos estuvieron enfocados en la búsqueda de flavonoides, los cuales 

se encuentran en concentraciones de nanomolar en distintos exudados [118]. Aunque 

no se obtuvieron indicios claros de su presencia, si se observó la presencia de 

compuestos con un máximo de absorción, que coincidirían con precursores de 

flavonoides (Fig. 42) [405], [406]. 

 
El empleo de HPLC-ESI-MS/MS permitió la identificación cualitativa de una serie de picos 

que corresponderían a compuestos presentes únicamente en presencia de UYPR2.15 

(Fig. 47 y 48), lo cual sugirió que podría tratarse de compuestos específicos producidos 

durante la interacción simbiótica. Entre estos, en una primera instancia se identificó la 

miricetina 3-rutinosa, aunque estudios posteriores descartaron que se tratara de dicho 

compuesto, sugiriendo que estaríamos en presencia de un compuesto aún no 

identificado. Sin embargo, se observó que la miricetina es inductora de la expresión de 

los genes nod en UYPR2.512, por lo que no podemos descartar que esté involucrada en 

la interacción de UYPR2.512 con su hospedero M. pudica (Fig. 53). La miricetina 

pertenece a la subfamilia de las flavonas, la cual presenta alta similitud estructural con la 

quercetina, debido a la presencia de un tercer grupo hidroxilo en el anillo B y ha sido 

detectada en plantas leguminosas de la familia de las Fabaceae [415]. Se ha reportado 

que la quercetina induce la expresión de los genes nod en rizobios [416], sin embargo, 

hasta la actualidad no hay trabajos que evidencien el rol de la miricetina durante la 

interacción rizobio-leguminosa. El hecho de no haber detectado flavonoides en los 

exudados, aún cuando las técnicas analíticas utilizadas fueron de alta sensibilidad, no 

nos permite descartar el rol de estas moléculas en la interacción. Los flavonoides 

generalmente son detectados en tejidos como las raíces de las plantas, en los que están 

a mayor concentración, en comparación a los exudados radiculares. La realización de 
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experimentos que involucren un mayor número de plantas, o estudiar la presencia de 

dichas moléculas en las raíces nos permitiría evaluar posibles flavonoides implicados en 

esta interacción.  

Una tercera aproximación empleada para identificar los metabolitos presentes en los 

exudados radiculares y en la interacción entre UYPR2.512 y M pudica, fue su análisis 

mediante GC-MS. En este caso analizamos la fracción metanólica de los exudados 

radiculares, cuya capacidad de inducción de los genes nod fue confirmada.  

En los exudados de M. pudica se identificaron cualitativamente 68 metabolitos presentes, 

tanto en ausencia como en presencia de UYPR2.512. Estos metabolitos pertenecen a 

una gran variedad de familias químicas que incluyeron mayoritariamente polisacáridos, 

aminoácidos, polialcoholes y ácidos carboxílicos/dicarboxílicos (carboxilatos), y en 

menor medida ácidos fenólicos y ácidos grasos, entre otros (Tabla 27), similar a lo 

reportado por Klonowska y col. [273]. 

 

Estas familias químicas de compuestos han sido identificadas en exudados de plantas, 

tanto a partir de semillas como de raíces y se ha reportado su participación en las 

interacciones simbióticas como moléculas señalizadoras con otros microorganismos 

[135], [266], [417], [418], [419]. En el trabajo realizado por Compton y col. en el 2021, se 

identificaron diversos compuestos con capacidad quimioatrayente sobre bacterias de la 

rizósfera, siendo ciertos aminoácidos y algunos carboxilatos los mas abundantes [417]. 

Por ejemplo, la cepa 2011 de S. meliloti es atraída fuertemente por determinados 

aminoácidos, y débilmente atraída frente a aminoácidos ácidos como el glutamato y 

aspartato. En contraste a lo observado en la cepa USDA110 de B. japonicum, donde el 

aspartato y el glutamato actúan como los atrayentes potentes, lo cual refleja cierta 

especificidad en la interacción [420]. Los aminoácidos también pueden cumplir otras 

funciones relacionadas al metabolismo de la planta, mediante la modificación del pH del 

entorno al liberar protones (H+) o hidroxilos (OH-), lo que la beneficiaría en la 

disponibilidad de nutrientes para la planta [421]. 

Entre los compuestos detectados en los exudados radiculares de M. pudica, se 

identificaron el ácido palmítico y el ácido glucónico. Los ácidos orgánicos son moléculas 

esenciales que desempeñan roles cruciales en casi todos los organismos, y se los ha 
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relacionado fundamentalmente con las interacciones de las plantas y su entorno. 

Estudios han demostrado que el ácido palmítico inhibe el crecimiento de patógenos 

vegetales en la rizósfera, favoreciendo el crecimiento de las plantas [422].  

Por otro lado, al ácido glucónico, se lo ha relacionado con su rol en la solubilización de 

fosfatos y en la regulación de la producción de compuestos antifúngicos en bacterias 

rizosféricas, lo que puede contribuir al crecimiento de las plantas y a su protección contra 

enfermedades de raíz, como se observó en la cepa CHA0 de Pseudomonas fluorescens 

[423]. 

Entre los metabolitos identificados durante la interacción UYPR2.512 y M. pudica, se 

encuentran el ácido benzoico y el ácido vanilínico (Tabla 27). Se ha demostrado que 

compuestos aromáticos como los ácidos fenólicos (ácido cumárico, isoferúlico, cafeico, 

y benzoico, entre otros), actúan como moléculas señal durante la simbiosis rizobio-

leguminosa [411], [424]. El ácido benzoico y el ácido vanilínico pueden provenir de la 

degradación de la lignina, uno de los componentes estructurales más abundantes en las 

células vegetales [425]. Resulta interesante la capacidad metabólica de UYPR2.512 de 

utilizar al ácido benzoico como fuente de carbono [426] ya que contiene los genes 

benABCD. También se ha demostrado la capacidad quimioatrayente de compuestos 

fenólicos, que incluyen ácido vanilínico, gálico, ferúlico y cinámico entre otros, en 

interacciones simbióticas entre plantas y hongos [427]. La identificación de estos 

compuestos en los exudados en presencia de UYPR2.512 sugiere su posible 

participación en la interacción simbiótica tal como se ha observado en otros modelos 

[411]. 

 

Vale la pena resaltar el posible rol del mio-inositol durante esta interacción, el cual es es 

una fuente de carbono comúnmente detectada en el suelo y se encuentra presente en 

una amplia variedad de alimentos, incluida las legumbres [428]. Este polialcohol tiene 

diversas funciones celulares entre las que se destacan la de ser un componente de la 

membrana celular, participar en el metabolismo de carbohidratos, en la señalización 

celular tanto en células eucariotas como en procariotas y particularmente el inositol 

fosforilado, es la principal molécula de almacenamiento de fósforo en plantas [429]. 

También, se ha reportado su utilización como fuente de carbono y energía, por rizobios 
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como S. meliloti y R. leguminosarun, lo que les confiere la capacidad de competir de 

manera más eficientes frente a otras bacterias en la nodulación de huéspedes como M. 

sativa [430]. Sin embargo, su rol como inductor de los genes nod no ha sido estudiado.   
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CONCLUSIONES  
 

Capítulo I 

 

La re-secuenciación de UYPR2.512 permitió mejorar la calidad del genoma disponible. 

De acuerdo al análisis de esta última secuenciación esta bacteria tendria un genoma  

compuesto por almenos 4 replicones, incluyendo un plásmido de 770 kb que contiene 

los genes simbióticos, agrupados en una isla simbiótica. 

Análisis in-sílico indican que la cepa pertenece a la especie Cupriavidus necator. La 

anotación del genoma nos permitió describir en profundidad sus principales 

características genéticas y funcionales relacionadas al género Cupriavidus y a las 

relacionadas a su interacción con el hospedero, reflejando su adaptación ambiental y su 

versatilidad metabólica. 

 

Capítulo II 
 
El análisis genómico funcional mediante RNA-Seq reveló la respuesta transcripcional de 

UYPR2.512 a la luteolina, un flavonoide inductor de los genes nod en UYPR2.512. Los 

genes de mantenimiento fisiológico, ubicados en el chr1, exhibieron una reducción en los 

niveles de expresión comparado con el control. Por otro lado, los genes que exhibieron 

un incremento en los niveles de expresión se encuentran dispersos en todos los 

replicones,  aunque especialmente ubicados en el plásmido pSym, que alberga los genes 

simbióticos. 

Se identificaron 145 DEG, 72 sobre-expresados y 73 sub-expresados. Entre las 

principales categorías funcionales COG, se encontraron aquellas relacionadas con la 

respuesta al estrés y detoxificación, el metabolismo central, la homeostasis de metales 

y los genes vinculados con la nodulación. Esta regulación genética podría representar 

los primeros pasos en el proceso de simbiosis en respuesta a señales químicas liberadas 

por las plantas leguminosas.  
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Capítulo III. 
 

La metodología empleada no logró identificar flavonoides en los exudados de M. pudica. 

Sin embargo, se demostró que estos exudados radiculares contienen moléculas 

inductoras de los genes nod en UYPR2.512, las cuales no parecen ser flavonoides. Se 

observó la presencia cualitativa de picos correspondientes a compuestos únicos en 

presencia de UYPR2.512, aunque no pudieron ser identificados. Se confirmó que, 

además de la luteolina, otros flavonoides como la crisina, apigenina, ácido cumárico y 

miricetina, son inductores de los genes nod en UYPR2.512, lo que sugiere su función 

como moléculas señal en las etapas iniciales de la interacción con sus hospederos. La 

variación en la composición química de los exudados radiculares de M. pudica en 

respuesta a la presencia de UYPR2.512 y la identificación de metabolitos diferenciales 

reflejaron la alta complejidad de la interacción. Estos hallazgos sugieren una interacción 

simbiótica diversa y compleja, con la participación de diversas moléculas inductoras en 

la comunicación entre la cepa UYPR2.512 y M. pudica. 
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ANEXOS 
1 Medios de cultivos  
 
1.1 Medio de cultivo líquido mínimo M9  
 

Componente Cantidad por litro 
Sales M9 5x * 200 mL 

MgSO4 1M 2 mL 

Solución 20 % (p/v) de la fuente de carbono 20 mL 

CaCl2 1M 0,1 mL 

H2O c.s.p 1 litro  
Sales 5x *  
Na2HPO4.7H2O 64 g 

KH2PO4 15 g 

NaCl 2,5 g 

NH4Cl 5,0 g 

H2O c.s.p 1 litro  
  

 
*Las sales y el resto de los componentes se esterilizan por separado y luego se prepara 

el medio. Como fuente de carbono se utilizó citrato de sodio tribásico dihidratado 14mM 

(SIGMA #087K0055). 

Nota: El medio minimo M9 modificado corresponde a la misma preparación pero en lugar 

de utilizarse agua destilada, se utiliza el agua recolectada conteniendo los exudados 

radiculares de M. pudica, previamente esterilizada por filtración con filtro de 0,45 µm o la 

fracción metanólica en las cual los exudados fueron extraídos. 
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1.2 Medio de cultivo líquido Luria – Bertani (LB)  
 

Componente Cantidad por litro 
Triptona 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

NaCl2  10 g 

H2O c.s.p 1 litro  
 

1.3 Medio de cultivo líquido Howeison 10X  
 

Componente Cantidad por litro 
K2SO4 0,174 g 

KH2PO4 0,27 g 

CaSO4 1,36 g 

MgSO4. 7H2O 0,49 g 

Sol. de micronutrientes* 1mL 

FeSO4 0,055 g 

H2O c.s.p 1 litro  
 
*Solución de micronutrientes 100X 
 

Componente Cantidad por litro 
H3BO3 1,85 g 

Na2MoO4.2H20 0,066 g 

ZnSO47H20 2,87 g 

MnSO4H20 0,17 g 

CaSO4.5H2O 0,5 g 

CaCl2 0,240 g 

H2O c.s.p 1 litro  
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2 Tablas suplementarias  
 
2.1 Capítulo I. 
 

Tabla S1. Cepas de 71 genomas representantes de la familia Burkholderiaceae utilizadas 

para el análisis filogenómico. 

 

Cepa Catálogo de genomas 
ensamblados (GCA) 

Chitinimonas taiwanensis DSM 18899 GCA_900119825.1 
Chitinimonas koreensis DSM 17726 GCA_000428465.1 
Limnobacter sp. CACIAM 66H1 GCA_001601825.1 
Lautropia mirabilis ATCC51599 GCA_000186425.1 
Lautropia sp. SCN 66-9 GCA_001725315.1 
Pandoraea thiooxydans GCA_001931675.1 
Pandoraea norimbergensis GCA_001465545.3 
Pandoraea apista GCA_001027265.1 
Pandoraea oxalatirovans GCA_000972785.1 
Robbsia andropogonis Ba3549 GCA_000566705.1 
Glometribacter sp. 1016415 GCA_000424705.1 
Burkholderia vietnamiensis GCA_001718775.1 
Burkholderia ambifaria AMMD GCA_000203915.1 
Burkholderia stabilis GCA_001742165.1 
Burkholderia lata  GCA_000012945.1 
Paraburkholderia acidipaludis NBRC 101816 GCA_000684975.1 
Cabelleroniazhejiangensis GCA_000773055.1 
Cabelleronia calidae GCA_900044055.2 
Cabelleronia megalochromosomata GCA_001580565.1 
Cabelleronia jiangsuensis GCA_000648925.1 
Polynulcoebacter sp.MWH-K35W1 GCA_002206635.1 
Ralstonia solanacearum GCA_000749995.1 
Ralstonia mannitollytica GCA_000953875.1 
Ralstonia pickettii 12D GCA_000023425.1 
Ralstonia insidiosa GCA_001663855.1 
Cupriavidus gilardii CR3 GCA_001281465.1 
Cupriavidus sp. HPC GCA_000307735.1 
Cupriavidus gilradii GCA_001658125.1 
Cupriavidus sp.WS GCA_000395345.1 
Cupriavidus basilensis KFG708 GCA_000876015.1 
Cupriavidus basilensis B-8 GCA_000282815.1 
Cupriavidus sp. SK-3 GCA_000611145.2 
Cupriavidus basilensis 4G11 GCA_000832305.1 
Cupriavidus basilensis OR16 GCA_000243095.2 
Cupriavidus sp. YR651 GCA_900101625.1 
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Cepa Catálogo de genomas 
ensamblados (GCA) 

Cupriavidus sp. OV096 GCA_900115455.1 
Cupriavidus sp. OV038 GCA_900112215.1 
Cupriavidus sp. D384 GCA_001652915.1 
Cupriavidus pauculus GCA_000974605.1 
Cupriavidus sp. BIS7 GCA_000292345.1 
Cupriavidus sp. SHE GCA_000812445.1 
Cupriavidus metallidurans NE12 GCA_000709065.1 
Cupriavidus sp. HMR-1 GCA_000319775.1 
Cupriavidus metallidurans CH34 GCA_000196015.1 
Cupriavidus metallidurans  NBRC101272 GCA_001598775.1 
Cupriavidus metallidurans NA4 GCA_000709045.1 
Cupriavidus metallidurans NDB3NO24 GCA_001543455.1 
Cupriavidus metallidurans NA1 GCA_000709025.1 
Cupriavidus metallidurans H1130 GCA_000496715.1 
Cupriavidus sp. USMAA2-4 GCA_001854305.1 
Cupriavidus sp. USMAA1020 GCA_001854325.1 
Cupriavidus sp. USMAAHM13 GCA_001854285.1 
Cupriavidus pinatubonensis JMP134 GCA_000203875.1 
Cupriavidus sp. UYMMa02A GCA_001725945.1 
Cupriavidus sp. IDO GCA_000812465.1 
Cupriavidus necator A3-1 GCA_000744095.1 
Cupriavidus taiwnanesis LMG19424 GCA_000069785.1 
Cupriavidus taiwnanesis STM 6018 GCA_000472465.1 
Cupriavidus taiwnanesis STM 6070 GCA_000372525.1 
Cupriavidus alkaliphilus GCA_900094595.1 
Cupriavidus nantongensis GCA_001598055.1 
Cupriavidus oxalaticus NBRC 13593 GCA_001592245.1 
Cupriavidus sp. amp6 GCA_000426345.1 
Cupriavidus sp. NH9 GCA_002011925.1 
Cupriavidus sp. UYPR2.512 GCA_000379565.1 
Cupriavidus necator N-1 GCA_000219215.1 
Cupriavidus sp. SK-4 GCA_000611125.1 
Cupriavidus necator PHE3-6 GCA_001853325.1 
Cupriavidus necator NBRC 102504 GCA_001598755.1 
Cupriavidus sp. GA3-3 GCA_000389805.1 
Cupriavidus necator H16 GCA_000209285.1 
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2.2 Capítulo II. 
 
Tabla S2. Información resumida cuantitativa y cualitativa de los genes sub-expresados en UYPR2.512 en presencia de luteolina. 
Se indican la ID de gen, número de lecturas promedio en la condición control (C), número de lecturas promedio en presencia de luteolina (L), log 

FC, valor p, FRD, descripción del gen, nombre del gen y categoría COG asignada. 

ID gen Promedio_C 
(CPM) 

Promedio_L 
(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre del  
gen 

Categoría  
COG 

18 885.41 221.49 -1.9990 6.20E-04 4.40E-02 ATP synthase delta chain atpH C 
19 1012.12 254.35 -1.9925 4.89E-04 3.77E-02 ATP synthase F0 sector 

subunit b 
NA C 

41 1512.09 532.12 -1.5067 2.62E-04 2.59E-02 ABC-type branched-chain 
amino acid transport systems, 

periplasmic component 

NA E 

71 1422.63 462.79 -1.6201 1.02E-04 1.46E-02 TRAP transporter solute 
receptor, unknown substrate 6 

takP C 

107 2081.99 730.79 -1.5104 3.83E-04 3.26E-02 Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase [GTP] 

pckG H 

118 7605.87 2050.42 -1.8912 8.08E-05 1.28E-02 Tripartite tricarboxylate 
transporter TctC family 

tctC S 

119 726.28 215.78 -1.7510 3.34E-04 3.00E-02 Tripartite tricarboxylate 
transporter TctB family 

tctB S 

241 1034.41 335.50 -1.6244 8.98E-05 1.32E-02 Vibrioferrin ligase/carboxylase 
protein PvsA 

pvsA F 

399 2842.58 843.80 -1.7522 8.65E-05 1.30E-02 BUG/TctC family periplasmic 
protein 

NA S 

577 214.13 63.07 -1.7633 2.33E-04 2.42E-02 Bacterioferritin-associated 
ferredoxin 

bfr P 

597 2179.08 740.93 -1.5563 3.32E-04 3.00E-02 Cytochrome c oxidase 
polypeptide II 

cox2 C 

619 331.55 108.10 -1.6167 4.73E-04 3.67E-02 Fumarylacetoacetase fhaA Q 
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ID gen Promedio_C 
(CPM) 

Promedio_L 
(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre del  
gen 

Categoría  
COG 

620 327.13 86.88 -1.9127 6.62E-05 1.16E-02 Maleylacetoacetate isomerase 
@ Glutathione S-transferase, 

zeta 

maiA G 

825 4305.37 1069.03 -2.0098 7.55E-05 1.25E-02 Succinyl-CoA ligase [ADP-
forming] beta chain 

sucC F 

877 3187.00 973.61 -1.7108 2.35E-04 2.42E-02 BUG/TctC family periplasmic 
protein 

tctC S 

897 867.04 323.46 -1.4225 4.22E-04 3.47E-02 Superoxide dismutase [Fe] sodB C 

1031 867.71 203.04 -2.0955 1.33E-06 1.08E-03 Ferric iron ABC transporter, 
iron-binding protein 

futA1 P 

1142 193.60 82.96 -1.2224 1.79E-04 2.14E-02 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] 
reductase 

fabG IQ 

1260 2903.09 1002.45 -1.5341 6.02E-04 4.30E-02 Ketol-acid reductoisomerase 
(NADP(+)) 

ilvC H 

1265 969.82 420.99 -1.2039 1.44E-04 1.88E-02 2-isopropylmalate synthase leuA E 

1270 3160.02 1038.40 -1.6056 2.80E-04 2.72E-02 Polyribonucleotide 
nucleotidyltransferase 

pnp J 

1271 264.82 113.06 -1.2278 2.76E-04 2.70E-02 Quinone oxidoreductase nqo C 

1294 283.35 94.86 -1.5787 4.64E-04 3.63E-02 Cytochrome O ubiquinol 
oxidase subunit II 

cyoA1 C 

1317 227.00 80.18 -1.5012 7.83E-05 1.28E-02 Glutathione S-transferase gstI O 

1346 232.39 81.84 -1.5056 1.76E-04 2.13E-02 Putative periplasmic 
cytochrome type-C 

oxidoreductase signal peptide 
protein 

cytc2 C 
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ID gen Promedio_C 
(CPM) 

Promedio_L 
(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre del  
gen 

Categoría  
COG 

1347 203.87 58.28 -1.8064 1.26E-04 1.70E-02 Putative periplasmic 
cytochrome type-C 

oxidoreductase signal peptide 
protein 

cytC1 C 

1380 1519.00 443.84 -1.7750 2.21E-05 6.76E-03 Biosynthetic Aromatic amino 
acid aminotransferase alpha @ 

Aromatic-amino-acid 
aminotransferase 

tyrB E 

1663 308.36 132.11 -1.2228 3.52E-04 3.11E-02 putative iron-regulated 
membrane protein 

NA S 

1665 88.12 25.26 -1.8023 2.13E-04 2.31E-02 hypothetical protein NA NonClass 

1666 96.09 28.36 -1.7604 9.02E-05 1.32E-02 hypothetical protein NA NonClass 

1679 8876.55 2196.67 -2.0147 2.48E-04 2.50E-02 Uncharacterized MFS-type 
transporter 

NA EGP 

1819 650.60 207.84 -1.6462 5.13E-04 3.89E-02 Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase 

NA M 

2243 2075.96 642.71 -1.6915 8.03E-05 1.28E-02 L-asparaginase NA EJ 

2529 208.26 80.37 -1.3735 3.14E-04 2.95E-02 FIG027190: Putative 
transmembrane protein 

NA NonClass 

2578 167.85 56.74 -1.5645 1.64E-04 2.03E-02 Methionine ABC transporter 
substrate-binding protein 

metQ M 

2663 231.05 83.84 -1.4623 7.37E-05 1.24E-02 Sulfate transport system 
permease protein CysT 

cysT P 

2671 233.81 82.87 -1.4962 6.83E-04 4.68E-02 FMN reductase (NADPH) ssuE S 

2673 342.08 121.26 -1.4961 2.27E-04 2.39E-02 Sulfate and thiosulfate binding 
protein CysP 

cysP P 



 
  

216 
 
 

ID gen Promedio_C 
(CPM) 

Promedio_L 
(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre del  
gen 

Categoría  
COG 

2831 1699.76 553.04 -1.6199 4.56E-04 3.63E-02 Transcription termination factor 
Rho 

rho K 

2940 645.46 173.22 -1.8977 3.37E-05 8.92E-03 putative TonB-dependent 
receptor 

tonB M 

2941 1257.61 425.57 -1.5632 1.90E-04 2.21E-02 MotA/TolQ/ExbB proton 
channel family protein 

exbB U 

2942 650.13 209.15 -1.6362 5.08E-05 9.94E-03 Biopolymer transport protein 
ExbD/TolR 

exbD1 U 

2943 1442.65 260.13 -2.4714 8.38E-08 2.05E-04 Hemin uptake protein hmuS P 

3008 1942.86 638.63 -1.6051 2.41E-04 2.46E-02 Ribonuclease E rne J 

3046 1668.07 442.32 -1.9150 1.63E-04 2.03E-02 Aspartate-semialdehyde 
dehydrogenase 

asd E 

3054 1324.35 403.97 -1.7129 2.27E-04 2.39E-02 Branched-chain amino acid 
ABC transporter, amino acid-
binding protein (TC 3,A,1,4,1) 

braC E 

3059 4255.82 1420.76 -1.5828 7.07E-04 4.81E-02 Succinate dehydrogenase 
flavoprotein subunit 

sdhA C 

3063 4924.29 1574.52 -1.6450 3.31E-04 3.00E-02 Malate dehydrogenase mdh C 

3067 266.97 81.24 -1.7163 1.37E-04 1.82E-02 hypothetical protein NA S 

3189 495.29 178.96 -1.4686 5.99E-04 4.30E-02 hypothetical protein fmt2 S 

3268 349.56 100.14 -1.8035 8.63E-05 1.30E-02 Alkyl hydroperoxide reductase 
subunit C-like protein 

lsfA O 

3282 2256.00 762.11 -1.5657 3.00E-04 2.88E-02 Serine 
hydroxymethyltransferase 

glyA E 
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ID gen Promedio_C 
(CPM) 

Promedio_L 
(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre del  
gen 

Categoría  
COG 

3298 186.42 65.80 -1.5023 6.48E-04 4.47E-02 Transcription termination 
protein NusB 

nusB K 

3365 583.82 253.91 -1.2012 5.37E-04 4.01E-02 Argininosuccinate lyase ( ASL 
or ASAL, 4.3.2.1) 

argH E 

3420 930.90 315.16 -1.5625 2.79E-05 7.80E-03 Outer membrane vitamin B12 
receptor BtuB 

btuB H 

3487 1189.78 294.70 -2.0134 3.67E-05 9.31E-03 Branched-chain amino acid 
ABC transporter, amino acid-
binding protein (TC 3,A,1,4,1) 

livk2 E 

3544 258.29 112.62 -1.1974 5.69E-04 4.19E-02 3-methyl-2-oxobutanoate 
hydroxymethyltransferase (EC 

2.1. 2.11) 

panB H 

3591 865.57 321.20 -1.4302 1.27E-04 1.70E-02 Adenylosuccinate lyase @ 
SAICAR lyase 

adsl F 

3644 216.38 66.63 -1.6992 4.50E-04 3.61E-02 Biotin carboxyl carrier protein of 
acetyl-CoA carboxylase 

accAD I 

3656 3268.80 915.50 -1.8361 2.58E-05 7.42E-03 Ferrichrome-iron receptor fecA P 

3804 438.41 127.75 -1.7789 4.76E-05 9.71E-03 2,3-dehydroadipyl-CoA 
hydratase 

paaA I 

4231 904.30 223.77 -2.0148 6.36E-04 4.45E-02 ATP synthase delta chain atpF C 

4232 1012.72 255.06 -1.9893 5.46E-04 4.05E-02 ATP synthase F0 sector 
subunit b 

NA C 

4557 256.26 75.12 -1.7703 3.08E-04 2.93E-02 Histone-like bacterial DNA-
binding protein 

hup L 

6192 12.11 4.87 -1.3124 7.46E-04 4.97E-02 Mobile element protein NA L 
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ID gen Promedio_C 
(CPM) 

Promedio_L 
(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre del  
gen 

Categoría  
COG 

7162 10522.16 2992.74 -1.8139 1.13E-04 1.58E-02 5-
methyltetrahydropteroyltrigluta

mate--homocysteine 
methyltransferase 

metE E 

7769 3993.29 932.28 -2.0987 6.37E-05 1.13E-02 Tripartite tricarboxylate 
transporter TctA family 

tctA S 

7770 1328.59 224.84 -2.5629 1.98E-05 6.24E-03 Tripartite tricarboxylate 
transporter TctB family 

tctB S 

8372 223.07 63.41 -1.8146 1.53E-05 5.39E-03 Ferric uptake regulation protein 
FUR 

fur K 

8787 900.08 223.51 -2.0097 1.00E-05 4.30E-03 Heavy metal RND efflux outer 
membrane protein, CzcC family 

czcC MU 

8788 650.13 203.59 -1.6750 5.75E-05 1.08E-02 Cobalt/zinc/cadmium efflux 
RND transporter, membrane 
fusion protein, CzcB family 

czcB M 

9006 13.21 3.60 -1.8729 1.68E-04 2.06E-02 hypothetical protein NA S 

9007 57.90 16.55 -1.8066 4.45E-04 3.60E-02 2-amino-3-carboxymuconate-6-
semialdehyde decarboxylase 

NA S 
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Tabla S3. Información resumida cuantitativa y cualitativa de los genes sobre-expresados en UYPR2.512 en presencia de luteolina. 

Información resumida cuantitativa y cualitativa de los genes sobre-expresados en UYPR2.512 en presencia de luteolina. Se indican la ID de gen, 

número de lecturas promedio en la condición control (C), número de lecturas promedio en presencia de luteolina (L), log FC, valor p, FRD, 

descripción del gen, nombre del gen y categoría COG asignada. 

ID 
gen 

Promedio
_C(CPM) 

Promedio
_L(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre 
de gen 

Categoría 
COG 

48 71.25 160.87 1.1748 1.58E-04 2.03E-02 Cu(I)-responsive transcriptional regulator cueR K 

49 179.21 736.96 2.0398 2.06E-06 1.55E-03 Lead, cadmium, zinc and mercury transporting 
ATPase; Copper-translocating P-type ATPase 

copA P 

50 62.47 188.75 1.5949 1.21E-05 4.78E-03 Copper chaperone copZ P 

101 131.31 498.50 1.9247 5.05E-05 9.94E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

130 95.88 315.86 1.7199 5.98E-07 7.32E-04 Transcriptional regulator, AcrR family acrR K 

463 13.25 48.49 1.8693 3.52E-04 3.11E-02 ABC transporter, substrate-binding protein 
(cluster 4, leucine/isoleucine/valine/benzoate) 

NA E 

508 17.15 47.83 1.4792 7.40E-04 4.96E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

1238 135.58 282.69 1.0599 5.20E-04 3.91E-02 Xanthine dehydrogenase iron-sulfur subunit / 
Xanthine dehydrogenase, FAD binding subunit 

xdhA C 

2104 1.88 5.50 1.5316 2.51E-04 2.50E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

2159 3.42 8.71 1.3491 3.27E-04 3.00E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

2335 7.93 30.73 1.9520 2.00E-04 2.25E-02 L-lactate dehydrogenase ldh C 

2336 2.59 6.62 1.3595 2.01E-04 2.25E-02 2-oxoglutarate/malate translocator ybhl P 

2427 1.14 3.36 1.5680 4.19E-05 9.31E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

2613 1.37 3.66 1.4044 4.45E-04 3.60E-02 Hypothetical periplasmic protein cusF S 

2625 9.75 33.35 1.7725 4.02E-04 3.39E-02 Beta-glucosidase bglS G 
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ID 
gen 

Promedio
_C(CPM) 

Promedio
_L(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre 
de gen 

Categoría 
COG 

2851 3.45 10.66 1.6208 4.51E-05 9.60E-03 Kef-type K+ transport systems, predicted NAD-
binding component 

NA P 

2893 153.66 351.11 1.1920 8.35E-05 1.30E-02 Probable bifunctional 
hydroxylase/oxidoreductase 

abmA CH 

4076 42.41 116.17 1.4540 4.15E-05 9.31E-03 Putative calcium binding signal peptide protein NA DTZ 

4399 6.08 18.06 1.5663 5.96E-04 4.30E-02 Mobile element protein NA L 

4400 3.86 20.09 2.3797 3.19E-06 1.88E-03 Retron-type RNA-directed DNA polymerase NA L 

4461 3.88 15.86 2.0230 2.69E-06 1.76E-03 Error-prone repair homolog of DNA 
polymerase III alpha subunit 

dnaE2 L 

4622 48.46 143.13 1.5625 3.22E-04 3.00E-02 Hypothetical protein VP0501 S 

4624 80.65 301.45 1.9023 3.89E-05 9.31E-03 Adenylylsulfate kinase nodQ F 

4625 624.71 2350.95 1.9120 3.91E-05 9.31E-03 Carbamoyltransferase nodU O 

4626 197.60 871.21 2.1405 3.54E-07 5.78E-04 N-methyl transferase nodS nodS Q 

4627 163.98 692.47 2.0783 4.14E-06 2.25E-03 Nodulation protein A nodA S 

4628 125.56 495.89 1.9816 6.86E-06 3.36E-03 Hypothetical protein nodH S 

4629 38.94 163.34 2.0685 6.40E-06 3.30E-03 Efflux ABC transporter, permease protein nodJ U 

4630 54.04 223.53 2.0485 3.26E-06 1.88E-03 Efflux ABC transporter, ATP-binding protein nodI V 

4631 117.59 334.27 1.5072 5.07E-04 3.88E-02 Nodulation protein C nodC M 

4694 2.25 7.87 1.7926 1.15E-04 1.59E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

4865 0.50 1.78 1.7846 4.12E-04 3.43E-02 Mobile element protein ISPlu13C L 

4874 1.43 4.67 1.7027 1.41E-05 5.30E-03 Hypothetical protein NA NonClass 
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ID 
gen 

Promedio
_C(CPM) 

Promedio
_L(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre 
de gen 

Categoría 
COG 

4904 0.41 2.84 2.7903 1.30E-06 1.08E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

5529 4.54 11.34 1.3179 4.14E-04 3.43E-02 Mobile element protein NA L 

5805 1.51 5.11 1.7504 3.21E-05 8.73E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

5931 3.72 13.79 1.8883 8.77E-06 4.09E-03 High-affinity branched-chain amino acid 
transport system permease protein LivH (TC 

3,A,1,4,1) 

livH E 

5932 6.41 21.95 1.7747 2.05E-04 2.26E-02 Branched-chain amino acid transport system 
permease protein LivM (TC 3,A,1,4,1) 

livM E 

5949 1.21 3.29 1.4411 2.02E-04 2.25E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

6134 1.19 6.61 2.4551 5.48E-05 1.05E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

6459 0.96 2.45 1.3273 6.26E-04 4.41E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

6559 2.52 6.76 1.4185 1.60E-04 2.03E-02 Chromate transport protein ChrA chrA P 

6655 7.26 31.63 2.1197 4.63E-04 3.63E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

6700 6.05 29.75 2.2987 3.34E-07 5.78E-04 Putative DNA helicase NA L 

6791 5.69 20.11 1.8181 3.64E-04 3.18E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

6833 0.31 1.82 2.4788 1.06E-04 1.50E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

6836 7.75 41.27 2.4098 1.03E-06 1.01E-03 Hypothetical protein NA L 

6837 1.24 3.48 1.4876 4.40E-05 9.58E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

6913 0.18 0.99 2.3711 5.09E-07 7.11E-04 Structural elements; cell exterior; surface 
polysaccharides/antigens 

NA NonClass 

6915 0.78 2.26 1.5161 5.86E-04 4.28E-02 Hypothetical protein NA NonClass 
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ID 
gen 

Promedio
_C(CPM) 

Promedio
_L(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre 
de gen 

Categoría 
COG 

6954 0.89 3.94 2.1263 2.36E-06 1.65E-03 Structural elements; cell exterior; surface 
polysaccharides/antigens 

NA NonClass 

7043 1.61 5.82 1.8434 2.47E-05 7.34E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

7264 5.13 32.50 2.6585 9.98E-07 1.01E-03 Hypothetical protein gp17a S 

7265 1.48 8.05 2.4242 1.95E-04 2.24E-02 Hypothetical protein NA L 

7292 5.80 20.08 1.7910 6.19E-05 1.12E-02 Hypothetical protein NA K 

7323 1.98 6.90 1.7883 1.89E-04 2.21E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

7331 2.78 11.65 2.0582 1.64E-05 5.55E-03 Hypothetical protein NA S 

7334 0.20 1.11 2.3376 1.54E-05 5.39E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

7946 91.33 249.33 1.4488 6.45E-04 4.47E-02 Hypothetical protein NA NonClass 

8061 2.91 10.35 1.8220 6.97E-05 1.20E-02 Flagellar protein FlaG flagG N 

8647 12.73 37.79 1.5705 3.69E-04 3.19E-02 Oxidoreductase, short-chain 
dehydrogenase/reductase family 

NA I 

8648 13.87 46.02 1.7311 2.23E-04 2.39E-02 2,4'-dihydroxyacetophenone dioxygenase dapDO S 

8690 29.84 130.54 2.1284 1.92E-05 6.24E-03 Branched-chain amino acid transport system 
permease protein LivM (TC 3,A,1,4,1) 

livM E 

8691 20.93 262.95 3.6518 2.49E-16 1.22E-12 Putative protein-S-isoprenylcysteine 
methyltransferase 

NA O 

8692 95.43 1788.87 4.2285 8.32E-25 8.14E-21 Thioredoxin reductase trxB C 

8721 100.81 226.51 1.1676 7.36E-04 4.96E-02 Putative 2-pyrone-4,6-dicarboxylic acid 
hydrolase 

ligL S 

9271 4.61 14.87 1.6882 1.01E-05 4.30E-03 Chromate resistance protein ChrB chrB S 
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ID 
gen 

Promedio
_C(CPM) 

Promedio
_L(CPM) 

logFC Valor p FDR Descripción del gen Nombre 
de gen 

Categoría 
COG 

9275 7.97 20.51 1.3628 3.78E-04 3.25E-02 Hypothetical protein NA T 

9522 27.01 88.95 1.7189 6.15E-05 1.12E-02 Hypothetical protein. 60% identity with copQ 
Copper resistance protein 

NA NonClass 

9525 27.94 135.00 2.2712 4.12E-05 9.31E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

9526 2.69 13.07 2.2699 4.72E-05 9.71E-03 Hypothetical protein NA NonClass 

9750 4.96 16.87 1.7659 4.16E-05 9.31E-03 Flavodoxin reductases (ferredoxin-NADPH 
reductases) family 1; Vanillate O-demethylase 

oxidoreductase 

vanA C 

9794 5.09 21.60 2.0821 1.22E-05 4.78E-03 Structural elements; cell exterior; surface 
polysaccharides/antigens 

NA NonClass 
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