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1. RESUMEN 

Rhizobium etli CFN42, es una  proteobacteria que fija nitrógeno atmosférico en 

asociación con Phaseolus vulgaris (frijol). Su genoma está compuesto por un cromosoma y 

seis mega-plásmidos, el total de marcos abiertos de lectura (ORFs) es de 6034. R. etli 

presenta dos estilos de vida diferentes, en vida libre y en simbiosis con frijol. Para analizar 

la expresión del genoma de R. etli en vida libre y en simbiosis, construimos el microarreglo 

de R. etli CFN42, el cual está constituido por 6050 oligonucleótidos representando a los 

6034 ORFs del genoma y 16 controles. El regulador maestro de los genes que participan en 

la fijación biológica de nitrógeno está compuesto por las proteínas NifA y RpoN. Para 

definir los genes dependientes de RpoN-NifA, utilizamos condiciones microaeróbicas (vida 

libre) y bacteroides (simbiosis) de 11 días después de la inoculación (ddi). El análisis 

comparativo de estas cepas, mutante y silvestre, en simbiosis y microaerobiosis definió un 

total de 79 genes. Por otro lado, en este estudio también se comparó una condición de 

vida libre en fase exponencial contra bacteroides de 18 ddi. Los datos, nos indicaron, que 

los genes que codifican para proteínas ribosomales son más expresados en vida libre en 

comparación con simbiosis, y los genes involucrados en el metabolismo de Nitrógeno 

presentan una expresión mayor en simbiosis, además, otras vías fueron enriquecidas 

específicamente, en vida libre (17) y  simbiosis (18) indicando el contraste que existe entre 

el metabolismo en vida libre y en el bacteroide. Finalmente, en este trabajo de tesis 

presentamos el análisis de expresión realizado en 5 diferentes tiempos de simbiosis (11, 

18, 25, 28 y 35 ddi) y la vida libre. En conjunto, con estos y otros datos proponemos el 

modelo de funcionamiento del bacteroide de R. etli CFN42 durante la simbiosis con P. 

vulgaris y la vida libre. 
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2. ABSTRACT 

Rhizobium etli CFN42, is an  proteobacteria that fixes atmospheric nitrogen in 

association with Phaseolus vulgaris (bean). Its genome consists in a chromosome and six 

mega-plasmids, the total number of open reading frames (ORFs) is 6034. R. etli, presents 

two different lifestyles, in free life and in symbiosis with bean. To analyze the expression 

of the genome of R. etli in free living and in symbiosis conditions, we built the microarray 

of R. etli CFN42, the microarray consists of 6050 oligonucleotides representing, in 

fragments of 70 bases, 6034 ORFs of the genome and 16 controls. The master regulator of 

genes involved in biological nitrogen fixation is composed by the NifA and RpoN proteins. 

To define the RpoN-NifA-dependent genes, we use microaerobic conditions (free-living) 

and bacteroids (symbiosis) 11 days after inoculation (dpi). The comparative analysis of the 

mutant and wild type strains, in symbiosis and microaerobic defined a total of 79 genes. 

On the other hand, also using microarray data we compared a free-living in exponential 

phase condition against bacteroids of 18 dpi. These data, indicated us genes that encode 

for ribosomal proteins are more expressed in free-living compared with symbiosis, and 

genes involved in the metabolism of nitrogen presented a higher expression in symbiosis, 

in addition, other pathways were differentially enriched in free life (17) and symbiosis (18) 

indicating the contrast that exists between metabolism in free-living as well as in the 

bacteroid. Finally, in this thesis work we also present the analysis carried out in 5 different 

times of nitrogen fixation (11, 18, 25, 28 and 35 dpi) and free-living. Together, with these 

and other extra data we suggest the functioning model of the rhizobia for R. etli CFN42 

during the symbiosis with P. vulgaris and free life. 
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3. INTRODUCCIÓN 

Las bacterias de la familia Rhizobiaceae son -proteobacterias que poseen la capacidad 

para infectar y establecer una relación simbiótica en raíces de plantas leguminosas. Esta 

simbiosis debe su importancia agronómica a varios miembros de la familia Leguminoseae 

las cuales son utilizadas como alimento o bien como forraje de animales entre estas 

destacan el frijol, la soya, la alfalfa, el chícharo, el haba, el trébol, entre otras. En esta 

asociación todas ellas fijan nitrógeno atmosférico y reciben de la planta compuestos de 

carbono y otros nutrientes.  El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de 

grano más importante para el consumo humano y prácticamente se cultiva en todo el 

mundo. Latinoamérica es la región que produce más del 45% del total de la producción 

mundial. Los principales países productores son Brasil, Estados Unidos, México, Argentina 

en América, India, Birmania, China en Asia, Tanzania, Kenia, y Uganda en África, 

adicionalmente para los habitantes de estas zonas el frijol representa la fuente principal 

de proteínas, vitaminas, minerales y fibras a la cual tienen acceso, especialmente las 

poblaciones más pobres de África y América Latina (Voysest, 2000 y Bitocchi et al., 2012). 

La producción del frijol común en las regiones productoras de Latinoamérica y África es 

inferior a su potencial, debido a diversos factores limitantes que incluyen la sequía, plagas, 

enfermedades, y a la baja fertilidad de los suelos. La deficiencia de nutrientes en la 

mayoría de los suelos dedicados a la producción de este cultivo, limita los niveles de 

productividad. La baja inversión en la aplicación de insumos y prácticas recomendadas 

para el manejo en la mayoría de las regiones productoras, contrasta con la de los países 

desarrollados donde la productividad del mismo es significativamente mayor. Aunque el 

nitrógeno es abundante en la atmósfera (alrededor del 80%), las plantas no pueden 

utilizarlo en su forma elemental (N2) y tienen que obtenerlo del suelo en forma de 

nitratos. En los suelos, dicho elemento está contenido en la materia orgánica y en muchas 

regiones su bajo contenido no cubre las necesidades de los cultivos. La Fijación Biológica 

de Nitrógeno (FBN) es un proceso clave en la biosfera señalado incluso como el segundo 

proceso más importante para la vida solo por debajo de la fotosíntesis, en el cual, 
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bacterias de la familia Rhizobiaceae, inducen en las raíces de las leguminosas la formación 

de estructuras especializadas llamadas nódulos mediante el establecimiento de un 

proceso simbiótico. Estos microorganismos sintetizan la enzima nitrogenasa y por medio 

de ésta el nitrógeno atmosférico (N
2
) se reduce a amoníaco (NH3), y posteriormente a 

amonio (NH4) compuesto estable que ya es asimilable por la planta, también se ha 

reportado la alanina es excretada por el bacteroide, siendo esta otra forma para acarrear 

el amonio hacia la planta (Waters et al., 1998). Se estima que este proceso contribuye en 

el 60-80% de la FBN, sin embargo es un proceso altamente demandante de energía, ya 

que se utilizan 16 moléculas de ATP por N
2
 reducido. Las leguminosas en asociación con 

las rhizobios, fijan alrededor de 227 Kg por hectárea y al año producen alrededor de 21.5 

teragramos (Tg) de nitrógeno a nivel mundial, de este nitrógeno fijado alrededor del 70% 

le corresponde a los cultivos de soya de EUA, Brasil y Argentina (Herridge et al., 2008). La 

inoculación con cepas mejoradas de Rhizobium que presenten una mayor capacidad de 

nodulación (competencia) y fijación de N
2
, es una alternativa para suplir las necesidades 

del nutriente y aumentar la productividad de este cultivo en zonas con suelos de bajo 

contenido de materia orgánica. El uso de organismos simbióticos en los cultivos de frijol 

incrementa su productividad. Un estudio reciente determinó el origen del frijol común en 

Mesoamérica, lo que brinda a la región y a los investigadores la oportunidad de maximizar 

y explorar la diversidad genética de la planta y de sus simbiontes (Bitocchi et al., 2012). 

Una de las bacterias del género Rhizobium preponderante en la región Mesoamericana es 

R. etli; sin embargo, el efecto benéfico de esta bacteria sobre el cultivo de frijol se ve 

afectado por las cepas nativas presentes en los suelos donde se cultiva esta leguminosa 

(Thies et al., 1991; Cuadrado et al., 2009). El proceso de adaptación de las bacterias a su 

medio, ya sea alrededor de la raíz o en el nódulo, implica señales físicas y químicas, que 

pueden ser detectadas de diferentes maneras, dichas señales o estímulos pueden 

penetrar la célula o ser detectadas en la superficie celular a través de receptores de 

membrana, el resultado al final es la modificación de la expresión genética, también 

conocida como regulación transcripcional. 
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4. SIMBIOSIS Y FIJACIÓN DE NITRÓGENO 

La simbiosis es la interacción entre 2 o más individuos de especies diferentes donde cada 

uno obtiene un beneficio, el  sistema simbiótico entre rizobiáceas y leguminosas es uno de 

los eventos analizados en cientos de trabajos y  por consecuencia a mayor detalle. En el 

siglo XVI Leonhard Fuchsius dibujó leguminosas con nódulos en sus raíces (Fuchsius L., 

1542); más tarde, en el siglo XVII, Malpighi reportó sus observaciones de nódulos 

presentes en las raíces de frijoles o judías (Phaseolus vulgaris) y habas (Vicia faba) 

(Malpighi M., 1675). Posteriormente, en 1888 Hellriegel y Wilfarth, reportaron en distintas 

leguminosas, que para la formación de nódulos se requiere de una infección previa, por 

este trabajo ambos son reconocidos como los descubridores de la fijación simbiótica de 

nitrógeno (Hellriegel H. y Wilfarth H., 1888). En el mismo año, Beijerinck comprobó la 

necesidad de una infección bacteriana para la formación del nódulo esto al inocular 

plantas de Vicia faba con cultivos de bacterias provenientes de nódulos de la misma 

leguminosa (Beijerinck M.W., 1888). 

Las rizobiáceas son un grupo muy heterogéneo de bacterias que se han dividido en cuatro 

familias: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae 

(Madigan et al., 2000). Dentro de estas familias sólo determinados géneros son capaces 

de efectuar el proceso de fijación de nitrógeno: Rhizobium, Sinorhizobium, 

Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Allorhizobium. A diferencia de las 

cianobacterias y otros organismos, por ejemplo del genero Frankia, Klebsiella entre otras, 

las rizobiáceas no pueden generar su ambiente microaeróbico para poder fijar nitrógeno 

en vida libre, por lo que requieren de un hospedero que ofrezca las condiciones para 

llevar a cabo el proceso de fijación de nitrógeno. Para que el proceso simbiótico entre la 

bacteria y la planta se realice se requieren una serie de pasos que involucran desde 

señales químicas a modificaciones estructurales tanto de la planta como de la bacteria. 

Este se puede resumir en cuatro etapas que son: 

i)      Intercambio de señales de naturaleza química entre la planta y el microorganismo 

(flavonoides y factores de nodulación). 
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ii)      Activación del ciclo celular en células del córtex e iniciación del nuevo órgano en la 

planta (deformación de la raíz). 

iii)      Invasión de la bacteria, formación del canal de infección y penetración a los 

tejidos recién formados (formación del nódulo). 

iv)      Diferenciación de la bacteria a su forma especializada (bacteroide con capacidad 

de fijar nitrógeno). 

En cada etapa tanto la bacteria como la planta tienen que seguir un proceso, si alguno 

incumple con uno de los elementos que interviene en la interacción mutualista, se 

presenta lo que se conoce como sanciones por parte del hospedero, dichas sanciones 

pueden abortar la nodulación o bien que el nódulo inicie una senescencia temprana (Kiers 

et al., 2003, Marco et al., 2009). 

La interacción entre la bacteria fijadora y la planta leguminosa, que conduce a la 

formación de la estructura donde se llevará a cabo la fijación de nitrógeno, inicia con un 

intercambio especifico de señales. Una parte de los compuestos producidos en la 

fotosíntesis de la planta son secretados en los exudados radiculares, estos incluyen 

carbohidratos, ácidos orgánicos, vitaminas, aminoácidos y derivados fenólicos. Entre los 

compuestos secretados por las plantas se encuentran los flavonoides, cuya composición 

varía dependiendo de la especie, los cuales desencadenan una serie de respuestas 

específicas en los rizobios, es decir, inducen la transcripción de los genes nod. La inducción 

de los genes nod a su vez resulta en la secreción de lipoquitoligosacáridos los cuales se 

unen y activan en la planta receptores tipo cinasas que contienen motivos LysM, al final se 

inicia una compleja vía de señalización que involucra oscilaciones de calcio en las puntas 

de las raíces. La excepción del uso o esencialidad de los factores de nodulación se 

presenta en algunas bacterias fotosintéticas del genero Bradyrhizobium en las cuales se 

observa una estrategia de nodulación independiente a los factores clásicos de nodulación, 

posiblemente promovida por proteínas (Giraud et al., 2007). No obstante, el resultado 

final es el enrollamiento de los pelos radiculares con lo que se capturan los rizobios, 

formando los hilos de infección. Lo que al final promoverá la morfogénesis del nódulo 

(Prell y Poole, 2006, Oldroyd et al., 2011).   
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Dependiendo del sistema simbiótico podemos encontrar dos tipos de nódulos: 

determinados e indeterminados. Si las divisiones mitóticas se originan en el córtex interno 

se originan nódulos indeterminados (p ej. S. meliloti-Medicago truncatula) y si lo hacen en 

el córtex externo son nódulos determinados (p ej. R. etli-Phaseolus vulgaris, B. japonicum-

Glycine max). Ambos tipos de nódulos, además de presentar una estructura anatómica 

distinta, también difieren en la forma en que se comporta la bacteria dentro del nódulo en 

formación. A pesar de ello, la inducción del ciclo celular en ambos sistemas sigue en la 

planta una regulación similar. 

Los nódulos indeterminados se presentan en los géneros Medicago, Pisum, Trifolium y 

Vicia entre otros. En este tipo de nódulos son las células del córtex interior las que se 

reintroducen en el ciclo celular, además, tienen la característica de poseer un meristemo 

permanente, lo que les otorga una forma cilíndrica con simetría radial en la organización 

de los tejidos. Así en la zona más exterior se hallan las células vacuoladas del córtex, y 

hacia el interior se encuentran la endodermis y el parénquima, en donde también 

aparecen los haces vasculares. Todo ello cubre una zona central en donde Rhizobium se 

alberga y realiza la fijación de nitrógeno, en el nódulo indeterminado se pueden identificar 

cuatro zonas o etapas de interacción entre bacterias y células de la planta (Hirsch, 1992; 

Timmers et al., 1999 y Oldroyd et al., 2011) (Fig. 1): 

  

i)      Zona I o meristemática: en el ápice del nódulo, corresponde a la zona de células en 

proliferación. 

ii)      Zona II o de invasión: inmediatamente por debajo de la zona meristemática, es la 

región en la que se produce la invasión bacteriana a través de los canales de 

infección. Las células de esta región son más grandes y vacuoladas que las 

meristemáticas. Los rizobios en esta zona aún poseen una forma cilíndrica y 

pueden dividirse (bacteroides tipo 1). 

iii)      Zona de prefijación: en esta región las células vegetales, que aún no han finalizado 

su diferenciación, están repletas de bacteroides de tipo 2 que son más alargados 

que los de tipo 1. 
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iv)      Interzona II y III: en esta franja, las células vegetales finalizan su proceso de 

diferenciación. Las células de esta región presentan numerosos amiloplastos así 

como transcritos de leghemoglobina, proteína encargada de regular la presencia 

del oxígeno en el nódulo. En esta zona ya se localizan bacteroides de tipo 3 los 

cuales presentan su tamaño final definitivo, así como una heterogeneidad 

citoplasmática característica.  

v)      Zona III o de fijación: región completamente diferenciada en la que se realiza la 

fijación de nitrógeno. Se subdivide en dos regiones: la zona de fijación y la zona 

ineficiente. En la primera, las gotas de infección han culminado su proceso de 

diferenciación, resultando en la formación del simbiosoma, compuesto por la 

membrana vegetal original modificada en su composición y un bacteroide de tipo 4 

con una estructura normalmente en forma de “Y” o de “T” y con una 

heterogeneidad citoplasmática notable, indicativa de su maduración en forma 

fijadora de nitrógeno. La zona ineficiente está compuesta por células con 

bacteroides de tipo 5 que presentan un citoplasma homogéneo lo que significa el 

inicio de la senescencia.  

vi)      Zona IV o de senescencia: región en la base del nódulo, comprendida por células 

vegetales y bacterianas en degradación que depende de la edad del nódulo. 

vii) Zona V bacterias no diferenciadas a bacteroides, no hay actividad de la nitrogenasa 

y las bacterias presentan un fenotipo vegetativo, se observa después de la 6 

semanas el tamaño de la zona V aumenta con la edad del nódulo.  

Los nódulos determinados se inducen en plantas del género Phaseolus, Glycine, Vigna y 

Lotus, entre otras. Este tipo de nódulos no presentan un meristemo permanente, por lo 

que su crecimiento se basa en la expansión y no en la división celular, razón por la que 

presentan una morfología esférica en lugar de cilíndrica (Hirsch, 1992). La causa de la 

ausencia de un meristemo permanente se debe a que las primeras divisiones celulares en 

respuesta a la presencia de Rhizobium son anticlinales y se producen en la hipodermis 

(Newcomb et al., 1979; Rolfe y Gresshoff, 1988). Posteriormente, se genera otro foco de 

división celular en el periciclo, a continuación, estos dos meristemos convergen 
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generando el primordio nodular, en el cual se localizan células no vacuoladas procedentes 

de las divisiones de la hipodermis conformando el tejido central del nódulo, y células con 

un alto grado de vacuolización procedentes de las divisiones en el periciclo, formando el 

parénquima nodular que rodea al tejido central. Gran parte de la actividad mitótica en la 

región central del nódulo se pierde transcurridos 12 a 18 días tras la inoculación 

(Newcomb et al., 1979). Algunas células de este tejido central son invadidas a través de los 

canales de infección y pueden ser identificadas por su gran tamaño y densidad, debidos a 

la elevada presencia de simbiosomas en su interior. Estos simbiosomas, a diferencia de los 

existentes en nódulos indeterminados, pueden presentar más de un bacteroide en su 

interior. El resto de células, no infectadas, presentan un tamaño inferior y con una elevada 

vacuolización. Por otro lado, en el parénquima se encuentran varias capas de células 

separadas por exiguos espacios intercelulares y con un elevado contenido de proteínas 

ricas en prolina en su pared, que pueden contribuir a limitar la difusión del oxígeno al 

tejido central (Tjepkema, 1983 y Oldroyd et al., 2011) (Fig. 1).  
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Figura 1. Progresión de la formación de un nódulo determinado y uno indeterminado, 
tomada de Popp y Ott, 2011. 
 

4.1. R. etli CFN42 

Entre las bacterias de importancia agrícola, debido a que interacciona con cultivos de 

consumo humano, se encuentra clasificada R. etli la cual nodula al frijol (Phaseolus 

vulgaris L). R. etli es un bacilo aeróbico, gram negativo, que pertenece a las 

proteobacterias, tiene un tamaño de 0.6 a 1.2 . R. etli es resistente al ácido nalidíxico, 

su temperatura óptima de crecimiento es de 29oC, se cultiva en extracto de levadura y 

peptona (PY) o bien en medio mínimo (MM) principalmente con succinato o malato como 

fuentes de carbono (Segovia et al., 1993).  Es un rhizobio de crecimiento rápido, originario 

de Centroamérica y México. El genoma de la cepa CFN42 está compuesto por un 

cromosoma y seis mega-plásmidos, que en total contienen 6,530234 pares de bases y un 

total de 6034 marcos abiertos de lectura (ORFs) (González et al., 2006). Una descripción 
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detallada, que incluye algunas de las funciones principales que contiene cada replicón del 

genoma de R. etli CFN42, se presenta en la tabla 1. Entre la familia Rhizobiaceae, R. etli es 

una de las bacterias más ampliamente estudiadas, otros modelos simbióticos 

pertenecientes a esta familia, que han sido utilizadas en una amplia diversidad de estudios 

son Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti, Bradyrhizobium japonicum, R. 

leguminosarum y Agrobacterium tumefaciens. El objetivo principal para estudiar a nivel 

genético estas bacterias, exceptuando A. tumefaciens que es un patógeno de plantas, 

básicamente tienen la finalidad de conocer la regulación genética y fisiología de la bacteria 

durante este importante proceso biológico, con el propósito de lograr aumentar la fijación 

de nitrógeno, la competitividad de la nodulación y la resistencia a condiciones no 

favorables. Definiendo además los componentes involucrados en la interacción entre los 

rhizobios y sus plantas hospederas.  

Tabla 1) Características generales del genoma de R. etli CFN42, tamaño de cada replicón, 
número de genes y funciones que los caracterizan (Modificada de González et al., 2006). 

Molécula Tamaño (pb) Genes Principales Funciones 

Cromosoma 4,381,611 4,067 Funciones celulares esenciales (genes 
“housekeeping”) 

Plásmido F 642,519 573 Fijación de nitrógeno, asimilación de nitritos  

Plásmido E 505,334 459 Síntesis de cobalamina, división celular 

Plásmido D 371,255 354 Simbiosis (genes de nodulación y fijación de 
nitrógeno) 

Plásmido C 250,948 234 Transportadores ABC (azúcares y aminoácidos) 

Plásmido B 184,338 165 Síntesis de tiamina y lipopolisacáridos 

Plásmido A  194,229 182 Transportadores tipo IV (genes vir), conjugación 

Totales 6,530,234 6,034  

 

5. REGULACIÓN EN PROCARIOTES 

La regulación de la expresión genética es la base para la diferenciación celular, la 

morfogénesis y para la adaptabilidad de cualquier organismo. La regulación en bacterias 

es esencial para la correcta activación de los genes de acuerdo a los sustratos y a las 

condiciones fisiológicas a las que están expuestas. El primer paso de este proceso de 

expresión es la transcripción de DNA a RNA el cual es catalizado por una enzima con 
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multisubunidades llamada RNA polimerasa (RNAp)(α2´). Las fases en las que se regula la 

transcripción son al inicio, durante la elongación o en la fase de terminación, pero es en la 

fase inicial donde se presenta la mayor regulación. En la mayoría de las bacterias este 

proceso es altamente o firmemente regulado por un amplio repertorio de reguladores 

transcripcionales, particularmente por los llamados factores sigma (σ), componente de la 

RNA polimerasa, los cuales coordinan la regulación de la transcripción en las etapas 

iníciales. Entre los elementos que forman parte de la regulación transcripcional están los 

promotores, que son de los elementos intrínsecos del DNA, estas secuencias indican el 

sitio de anclaje para el factor sigma y para la RNAp, para sigma 70 el promotor está 

conformado por dos hexanucleótidos en la posiciones -10 y -35, separados entre 15 y 21 

pares de bases. Las secuencias de los promotores varían dependiendo de cada factor 

sigma.  

Un regulón es un grupo de genes o unidades transcripcionales que son controladas por 

una única proteína regulatoria, en caso de que la proteína fuese un factor sigma se conoce 

como “sigmulón”. Aunque la mayoría de los regulones están constituidos por uno o unos 

cuantos genes, existen regulones de varios cientos de genes, estos se conocen como 

reguladores maestros, algunas veces los regulones poseen elementos en común. Por otro 

lado, existen grupos de genes afectados por algún factor o perturbación ambiental (ej. 

calor, radiación, pH, entre otros) a esto se le conoce como estimulón, el tipo de respuesta 

al estímulo puede ser compleja ya que muchas veces involucra varios factores 

transcripcionales (regulones y sigmulones) que incluso son diferentes de acuerdo a la 

etapa en la que se encuentre la perturbación, ya sea el inicio, durante o al final de la 

misma. En la delimitación del estimulón también participan diversos reguladores 

transcripcionales que pueden funcionar incrementando la afinidad de la E70 (holoenzima, 

formada por la RNA polimerasa y el factor sigma) al promotor y con ello activando la 

transcripción  (regulación positiva) o bien evitando la apertura del complejo o la unión del 

sigma al promotor, afectando la transcripción (regulación negativa), (Fig. 2). 
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Figura 2. Ejemplos de mecanismos de regulación, negativa: A, Al unirse en la región 
promotora, el regulador negativo evita que se una la polimerasa (represión por 
impedimento estérico); B, El regulador negativo al unirse alrededor del inicio de la 
transcripción evita que ésta inicie (represión por bloqueo de la elongación); C, Los 
reguladores negativos se unen en diferentes regiones del DNA en la región de inicio 
y cadena arriba de sitio de unión de la polimerasa, esto pliega el DNA y con ello evita 
el acceso a la polimerasa (represión por bucle de DNA). Los mecanismos de 
regulación positiva: D,  activación clase I (el regulador se une cadena arriba y 

contacta la subunidad  de la polimerasa); E, activación clase II, los activadores se 

unen cadena arriba del sitio de contacto de la polimerasa se une a la subunidad , lo 
que permite el reclutamiento de esta al promotor; F, los reguladores modifican la 
polimerasa lo que permite a activación de la transcripción (cambio conformacional), 
tomada de Rodionov, 2007. 

 

5.1. Factores sigma (σ) 

La subunidad σ tiene tres funciones principales: asegurar el reconocimiento de una 

secuencia promotora específica, posicionar la holoenzima en un promotor diana o blanco, 

y facilitar la apertura de la doble hélice de ADN cerca del inicio de transcripción. Los 

factores sigmas están clasificados en 2 grupos, los del tipo sigma 70 y los sigma 54; a su 

vez los factores sigma 70 se clasifican en 4 subgrupos (Paget y Helmann, 2003). El primer 
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grupo corresponde a los factores sigmas esenciales relacionados con sigma 70  de E. coli. 

El segundo grupo incluye también a los relacionados con sigma 70 pero son usualmente 

dispensables. Las proteínas que pertenecen al tercer grupo son homólogos distantes de 

sigma 70 y son conocidos por activar regulones o sigmulones específicos como los de 

choque térmico o estados de desarrollo morfológicos como esporulación o biogénesis de 

flagelo. El cuarto grupo es el más grande e incluye el grupo de factores sigma 

extracitoplasmáticos (ECF), este cuarto grupo incluye proteínas que responde a señales 

del medio ambiente que incluye la detección de proteínas periplasmáticas mal plegadas 

(Wosten, 1998).  

La distribución de los factores sigma en bacterias es amplia, siendo desde 1 en 

Mycoplasma genitallum a 63 en Streptomyces coelicolor (Wigneshweraraj et al., 2008). R. 

etli cuenta con 23 factores sigma, un sigma 70 ó RpoD, 2 RpoH, 18 ECF y 2 RpoN o sigma 

54, 8 se localizan en plásmidos y 15 en el cromosoma (González et al., 2006). El 

“housekeeping” o gen esencial para R. etli es el sigma 70 (sigA), el cual codifica para una 

proteína de 685 amino ácidos y de un peso de 77.18 kDa. La estructura primaria de SigA es 

muy similar a RpoD de E. coli a excepción de la región 1, donde el SigA de R. etli presenta 

una extensión. El sigma 70 de E. coli no funciona en los promotores de R. etli, aunque el 

sigma 70 de R. etli sí reconoce los promotores de E. coli. Adicionalmente, las cajas -10 

[TATNNT] y -35 [CTTGAC] de R. etli difieren del consenso de E. coli [TATAAT] y [TTGACA] 

(Ramírez-Romero et al., 2006). Otro factor sigma caracterizado en R. etli controla la 

respuesta a choque térmico, RpoH, el cual es un factor sigma alternativo; R. etli cuenta 

con dos factores sigma 32. Ambos RpoH o sigma 32 de R. etli, son capaces de 

complementar a la mutante de RpoH de E. coli, aunque en R. etli se propone que tienen 

blancos de regulación diferentes, esto basado en que RpoH1 está involucrado en la 

respuesta al choque térmico y al estrés oxidativo, mientras que RpoH2 responde al estrés 

osmótico. Además, un análisis de sus regiones regulatorias sugiere que son regulados por 

diferentes sigmas (Martínez-Salazar et al., 2009). 
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5.2. Sigma 54 y NifA 

El factor transcripcional sigma 54 (54 o N), es codificado por el gen rpoN, es un 

polipéptido de un peso molecular de 54 kDa. Es un sigma ampliamente distribuido en los 

genomas bacterianos, un poco más del 60% de las bacterias secuenciadas cuentan con al 

menos un 54; la principal función asignada para la holoenzima E54 es sobre la regulación 

del metabolismo nitrogenado, es por ello que en un inicio se le asignó el nombre de EN 

(Hunt y Magasanit, 1985). No obstante, a la fecha se le involucra en la regulación de otras 

funciones fisiológicas, por ejemplo la síntesis de flagelo en Caulobacter crescentus y 

Rhodobacter sphaeroides, en la regulación del transporte de compuestos de carbono 

como los ácidos dicarboxílicos en S. meliloti, en la regulación del transporte de fructosa, 

de electrones, quimiotaxis y en la respuesta de estrés por calor, entre otros. Incluso se ha 

propuesto que 54 puede regular factores sigma alternativos como rpoH en E. coli, y rpoS 

de Borrelia burgdorferi (Pallen, 1999 y Smith et al., 2006), a pesar de esto y de la amplia 

distribución de 54, solo en Myxococcus xanthus es vital para la sobrevivencia de la 

bacteria (Keseler y Kaiser, 1997).  En los organismos diazótrofos, como R. etli, 

representantes de la Proteobacterias, la transcripción de casi todos los genes de la fijación 

dependen del factor sigma alternativo 54, el cual reconoce secuencias localizadas en las 

posiciones -24 y -12 (Morett y Buck, 1989, Barrios et al., 1999, Dombrecht et al., 2002, 

Leang et al., 2009). Para el inicio de la transcripción a través de 54 se requiere una clase 

específica de activador, el cual se une a elementos de tipo enlace cadena arriba de las 

secuencias promotoras dependientes de 54 y a través de la hidrólisis de ATP cataliza los 

cambios conformacionales en 54, los cuales permiten a la holoenzima transitar de un 

complejo cerrado a uno abierto (Fig. 3). Los activadores de los que depende 54, son 

conocidos como EBPs por sus siglas en ingles “enhancer binding proteins” (proteínas 

potenciadoras de unión) (Morett y Segovia, 1993) y pertenecen a la superfamilia de 

ATPasas AAA+ que transforman la energía en una función mecánica para remodelar sus 

sustratos.  La activación de la transcripción de los genes de fijación dependientes de 54  

requiere de NifA, la cual es una EBP conservada que regula la síntesis de los genes como la 

nitrogenasa en las proteobacterias. Las secuencias de ADN responsables de la activación a 
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distancia de los promotores de numerosos genes se denominan UAS (del inglés “Upstream 

Activation Sequences”) que denominamos secuencias "enhancers", potenciadoras o 

activadoras. Este tipo de secuencias son una característica común de los genes 

eucarióticos y virales. En los organismos procarióticos existen, aunque no son frecuentes, 

secuencias de ADN que guardan una elevada similitud con las secuencias potenciadoras 

de los organismos eucarióticos. Normalmente se trata de secuencias palindrómicas 

situadas entre 100 y 200 pb cadena arriba de promotores característicos (Kustu et al, 

1989; Thóny y Hennecke, 1989) que son capaces de estimular la transcripción aún cuando 

se localizan varios cientos de pb cadena arriba y, en algunos casos cadena abajo del inicio 

de transcripción, con independencia de la orientación (Belitsky y Sonenshein, 1999; Buck 

et al, 1986; Reitzer y Magasanik, 1986), esto sin afectar en la selección del inicio de 

transcripción (Molina-López y Santero, 1999). 

R. etli cuenta con dos factores 54, uno localizado en cromosoma que se expresa en vida 

libre y está involucrado en la síntesis de flagelo, asimilación de carbono y nitrógeno, entre 

otras funciones, y otro en el plásmido simbiótico que participa de manera activa en la 

simbiosis, está en operón con el gen prxS (una peroxiredoxina). Una mutante en el gen 

rpoN disminuye la fijación de nitrógeno hasta en un 90%, la mutante en prxS tiene una 

disminución de alrededor del 40% (Dombrecht et al., 2005). El gen nifA se localiza en el 

plásmido simbiótico, es vecino del operón fixABCX y tiene la misma orientación para la 

expresión. Los blancos reportados para RpoN-NifA son los genes nifHDK, fixABC, melA, 

bacS, iscN, todos a excepción de melA y bacS han sido descritos como participantes 

activos de la fijación de nitrógeno (Hawkins y Johnston, 1988; Valderrama et al., 1996; 

Dombrecht et al., 2002; Janh et al., 2003; Moris et al., 2004; Dombrecht et al., 2005). La 

mutante nifA no fija nitrógeno, lo que indica que esta EBP es única en el genoma de R. etli 

(Valderrama et al., 1996). 
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Figura 3. Representación de la participación de E54, IHF y una EBP en la apertura de un 
complejo cerrado a uno abierto, tomada de Wigneshweraraj et al., 2008. 

6. MICROARREGLOS Y GENÓMICA FUNCIONAL 

Desde que la secuencia del genoma de Haemophilus influenzae fue publicada en 1995, se 

han reportado a la fecha 3000 genomas completos de microorganismos (2847 de 

bacterias y 153 de arqueas), además de 173 genomas eucariotas 

(http://www.genomesonline.org/; www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes). La genómica 

comparativa presumiblemente puede reconstruir redes metabólicas entre los diferentes 

organismos, es decir, se puede inferir una reacción a partir de los datos obtenidos en un 

organismo diferente, pero para el caso de redes de regulación transcripcional la 

extrapolación se obstaculiza debido al bajo nivel de conservación evolutivo entre los 

reguladores transcripcionales (Herrgard et al., 2004). Para enfrentar la dificultad de 

entender de manera global la regulación de los genes, así como entender la posible 

función de nuevos genes se requieren de tecnologías especiales que proporcionen 

información que faciliten el análisis de la regulación de la expresión llevada a cabo por los 

factores sigma, por factores transcripcionales o por condiciones ambientales 

determinadas. Una de las metodologías que destaca son los microarreglos de ADN, esta 

metodología se utiliza primordialmente para la medición de la expresión de RNA, aunque 

también se han utilizado para la comparación de genomas, detección de genes de 

virulencia, entre otras aplicaciones. Para la medición de los RNAs mensajeros se han 

http://www.genomesonline.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes
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utilizado diferentes técnicas, iniciando la historia con el “Northern blot” en 1977. Seguido 

por los ensayos de protección a nucleasas (NPA’s), ensayos de RT-PCR, la expresión 

diferenciada (differential display), los análisis de expresión en serie (SAGE), alcanzando a 

los microarreglos (Affymetrix, oligonucleótidos y los “tiling arrays”) y finalmente el RNA 

seq (Güell et al., 2011). Cada técnica tiene sus virtudes y defectos, que pasan por la 

sensibilidad, la estabilidad del mensajero, el manejo de los datos, la interpretación de los 

resultados, entre otras, incluso se considera el costo de cada metodología. En esta tesis 

nos enfocamos al uso de microarreglos para la medición global de los mensajeros en 

diferentes condiciones y en diferentes cepas. Los microarreglos, como las otras 

metodologías tienen defectos y ventajas, a continuación señalaré las ventajas que tiene 

está metodología sobre otras técnicas de medición de mensajeros. Los microarreglos o 

‘chips de DNA’ son portaobjetos, “slides” de vidrio o siliconas, que contienen miles de 

moléculas distintas de DNA  en un orden determinado. Son colecciones de segmentos de 

DNA fijados a una superficie sólida y se utilizan en la cuantificación de DNA o RNA que 

provienen de muestras biológicas.  El primer microarreglo que se publicó fue para 45 

genes de Arabidopsis thaliana en 1995 (Schena et al., 1995), desde ese primer reporte se 

han publicado miles de trabajos de este tipo en bacterias, arqueas y eucariotes. Los 

microarreglos duales, nos permiten analizar en un solo experimento la expresión de 2 

condiciones o cepas de manera global, a diferencia del RT-PCR o RNAseq, no requerimos 

que nuestra muestra esté completamente libre de DNA ya que la enzima retro-

transcriptasa utilizada para etiquetar el cDNA usa como templado el RNA. Otra ventaja es 

que al hibridar 2 condiciones o cepas en un mismo portaobjetos, estamos controlando las 

variantes de la hibridación, lavados, entre otros, facilitando con ello la comparación entre 

estas. Ni el RNA ni cDNA requieren de separaciones posteriores a su obtención, con lo que 

evitamos la posible degradación. Respecto al uso de la técnica de RNA seq, una de la 

ventajas de los microarreglos, en nuestro principal modelo de estudio la simbiosis, es que 

podemos etiquetar a partir de RNA total (planta y bacteria) y la especificidad la aportan 

los oligonucleótidos impresos en el portaobjetos, a diferencia del RNA seq donde las 

secuencias obtenidas representan en una mayor proporción al RNA de la planta;  además, 
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si se quiere obtener un RNA que provenga mayoritariamente de la bacteria se necesitan 

métodos adicionales de purificación que pueden degradar la muestra y disminuir el 

rendimiento, obteniendo resultados probablemente sesgados. 

7. ANTECEDENTES 

Nuestro modelo de estudio, la bacteria R. etli CFN42, fue secuenciada en México, 

específicamente en el Centro de Ciencias Genómicas por el grupo del Dr. Guillermo Dávila  

(González et al., 2006). Esta bacteria de importancia agronómica, tiene un genoma de 6.5 

Mb y una anotación de 6034 ORF´s, de los cuales 354 pertenecen al plásmido D o 

simbiótico (pSim), en este plásmido se localizan los genes que participan en la nodulación 

y en la fijación de nitrógeno; sin embargo, también se ha establecido que otros replicones, 

como el plásmido F, son necesarios para el completo establecimiento de la fijación de 

nitrógeno. El gene nifA de R. etli CFN42 está situado en el plásmido simbiótico al igual que 

uno de los dos genes rpoN presentes en esta bacteria (González et al., 2003). Similar a 

nuestro modelo (R. etli CFN42), el genoma de R. etli CNPAF512 tiene dos genes rpoN que 

codifican para el factor sigma alternativo 54, estos se regulan diferencialmente durante la 

simbiosis y el crecimiento en vida libre (Michiels et al., 1998). Durante el crecimiento en 

vida libre, el producto del gen rpoN1, codificado en el cromosoma, es requerido para el 

crecimiento en varias fuentes de carbono y nitrógeno (Michiels et al., 1998). En cambio 

RpoN2 codificado en el pSim, es indispensable para la activación de los genes que 

participan en la fijación de nitrógeno; una mutante en rpoN2 disminuye hasta un 90% la 

fijación de nitrógeno (Michiels et al., 1998). En R. etli CNPAF512, la proteína NifA (una 

EBP), controla la activación de la transcripción de rpoN2 bajo condiciones microaeróbicas 

en vida libre y durante la simbiosis (Dombrecht et al., 2005). Diversas estrategias han sido 

utilizadas para identificar los genes regulados por RpoN-NifA, por ejemplo, un análisis in 

silico del plásmido simbiótico de R. etli CFN42 y otros rhizobios secuenciados, identificó 

probables promotores para RpoN, en total en el pSim se detectaron 24 sitios que 

controlan 52 genes (Dombrecht et al., 2002). Con trabajos previos en R. etli se logró 

identificar una serie de elementos que participan en la transcripción de genes importantes 
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para la simbiosis y definido como funcionan en la regulación de sus genes blanco; el grupo 

de la Dra. Girard se han caracterizado los reguladores tipo CRP/FNR, identificando sitios de 

unión que contienen las regiones promotoras de los genes blancos y caracterizando 

cascadas de regulación que involucran este tipo de genes (Granados-Baeza et al., 2007; 

Girard et al., 2000). Adicionalmente, el genoma de R. etli CFN42 cuenta con 479 genes 

(7.93% de los ORF´s) involucrados en la transcripción, en E. coli K12 esta clase funcional 

representa solo el 5.4% con 241 genes. El gran número de genes en R. etli cuyos productos 

participan en la regulación genética nos indica el amplio panorama de esta bacteria que 

aún nos falta por elucidar. 

Metodologías más directas también se han utilizado para delimitar regulones, sigmulones 

y estimulones, entre estas se encuentran los microarreglos de ADN. El primer microarreglo 

para una bacteria fijadora se construyó en S. meliloti, en el cual se analizaron 34 genes de 

regulación conocida, el ensayo se realizó en condiciones de microaerobiosis (Berges et al., 

2003); el mismo año se utilizaron 214 genes seleccionados por su probable participación 

en la simbiosis, para detectar su expresión en diferentes condiciones biológicas 

incluyendo la simbiosis (Ampe et al., 2003), posteriormente en el 2004 se presentó el 

microarreglo completo de esta bacteria, 6205 genes representados por oligonucleótidos 

de 70 bases (Becker et al., 2004). En el 2006, se presentó el microarreglo de B. japonicum, 

utilizado para identificar los genes en microaerobiosis dependientes de NifA (Hauser et al., 

2006). Los últimos microarreglos reportados de rhizobios fueron para R. leguminosarum 

(Karunakaran et al., 2009) y R. etli CFN42 (Martinez-Salazar et al., 2009), para este último 

también fue diseñado un microarreglo del tipo “tiling” que cubre todo el genoma de R. etli 

CFN42, y su primer reporte se basó en la identificación de microRNAs (Michiels et al., 

2010). En lo que respecta a la delimitación de regulones en este tipo de bacterias, uno de 

los primeros trabajos fue realizado en S. meliloti con la mutante fixJ, cuyo producto es un 

regulador fundamental en la simbiosis, en el mismo trabajo los autores delimitaron el 

regulón NifA a 19 elementos (Bobik et al., 2006). En B. japonicum, fue descrito mediante 

esta metodología el regulón RegS-RegR, que a su vez contiene el regulón NifA-RpoN, 

compuesto por 65 blancos, principalmente genes cuyos productos participan en la fijación 
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de nitrógeno y otros procesos, el regulón fue definido en microaerobiosis y en 

anaerobiosis, ambas condiciones de vida libre (Bobik et al., 2006; Hauser et al., 2007).  En 

R. etli CFN42 en el 2011 definieron los genes afectados en una mutante relA que codifica 

para la alarmona (ppGpp) (Vercruysse et al., 2011).  

Se ha realizado trabajos previos en diferentes tiempos de la simbiosis con la finalidad de 

observar la expresión genética de los genes durante el desarrollo del nódulo. Dos de este 

tipo de estudios se realizaron en nódulos indeterminados. En R. leguminosarum se 

analizaron los tiempos 7, 15, 21 y 28 ddi, la expresión de los genes de fijación de nitrógeno 

fueron detectados en todos los tiempos pero con un incremento en los nódulos maduros 

(15, 21 y 28 ddi), en total determinaron la expresión diferencial de 386 genes repartidos 

de acuerdo a los niveles y tiempo de expresión en 9 grupos, a su vez estos grupos fueron 

reagrupados en 2 grandes grupos, uno que incluye los genes que se expresaron en una 

etapa temprana/intermedia y otro que representa a los genes expresados en nódulos 

maduros (Karunakaran et al., 2009). En S. meliloti 1021, que también presenta nódulos 

indeterminados en plantas de alfalfa (Medicago sativa), se analizaron nódulos de los 

tiempos 5, 8, y una mezcla de nódulos de 14 a 18 ddi, además los de una mutante en el 

gen bacA a los 11 ddi, la mutación de este gen afecta la fijación de nitrógeno desde 

tiempos tempranos. Al igual que en R. leguminosarum, detectaron 2 grandes grupos de 

genes, en uno ubican a los genes expresados en nódulos de 5 ddi y los de la mutante bacA, 

en el otro se agrupan los genes que alcanzan su máxima expresión en nódulos de 8 y 14 a 

18 ddi, en total reportan 235 genes divididos en 7 grupos, aunque 3 de ellos sólo 

contienen 1 o 2 elementos por grupo; los genes fix y nif se localizan en su mayoría en el 

grupo 4, y se expresan a los 8, 14-18 ddi (Capela et al., 2006). En B. japonicum, bacteria 

que induce nódulos determinados en asociación con soya, se reportaron estudios de los 

tiempos 10, 13, 21 y 31 ddi, obteniéndose 3 grupos de genes: los sobreexpresados a los 10 

y 13 ddi, los sobreexpresados a los 21 y 31 ddi; y los sobreexpresados a los 13 ddi, sin 

embargo, no determinaron los genes reprimidos en los tiempos 10, 21 y 31 ddi respecto a 

los 13 ddi, en dicho trabajo presentan 191 genes que modifican su expresión en los 

tiempos analizados (Pessi et al., 2007).  
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R. etli CFN42, produce nódulos determinados en asociación con plantas de frijol, planta de 

gran importancia agrícola, sobre todo para los países en vías de desarrollo. En este trabajo 

diseñamos y construimos el microarreglo de R. etli CFN42 con la intención de: i) definir el 

regulón RpoN-NifA, los cuales son reguladores primordiales para la activación de los genes 

de la fijación de nitrógeno, el análisis se realizó en vida libre (microaerobiosis) y en la 

simbiosis (11 ddi), ii) presentamos el transcriptoma de R. etli comparando la simbiosis y la 

vida libre; iii) finalmente, con el propósito de observar el desarrollo del nódulo y su 

regulación, se estudió el transcriptoma en diferentes tiempos de la simbiosis con P. 

vulgaris. 
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8. OBJETIVO GENERAL 

El objetivo de este trabajo es analizar de manera global la expresión del genoma de R. etli 

CFN42 en condiciones de vida libre y durante la simbiosis con P. vulgaris L. Con lo anterior 

se obtendrá la información que nos permita proponer los tipos de mecanismos de 

regulación presentes en esta bacteria, así como adquirir el conocimiento de los eventos 

metabólicos que se presentan en la bacteria en la vida libre pero principalmente en la 

simbiosis. 

Objetivos particulares 

Diseñar y construir el microarreglo de R. etli CFN42 que contenga cada uno de los marcos 

de lectura abiertos anotados para este genoma. 

Delimitar el regulón RpoN-NifA de R. etli CFN42 en vida libre y durante la simbiosis 

utilizando herramientas de genómica funcional. 

Analizar la expresión del genoma de R. etli mediante el uso de microarreglos comparando 

la vida libre y la simbiosis. 

Obtener y analizar los perfiles de expresión en diferentes etapas (tiempos) de la fijación 

de nitrógeno y en la vida libre. Así mismo, identificar y analizar los sitios de regulación 

para cada perfil. 
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9. MATERIAL Y METODOS ADICIONALES  A LOS PRESENTADOS EN LOS ARTICULOS 

Tinción para determinar viabilidad celular 

Para determinar la viabilidad celular de las bacterias R. etli CFN42 y la mutante R. etli 

CFNX247 (nifA-) en el nódulo, se utilizó el método “Live/Dead BacLight (BL) Viability kit” 

(Molecular Probes Inc.).  Este método utiliza dos flourocromos, el SYTO 9 que da una 

tinción verde (bacteria viable) y el yoduro de propidio o PI, que genera una tinción roja 

(célula muerta o dañada y por lo tanto tiene una membrana permeable). Para observar los 

nódulos se utilizó un microscopio confocal de la Unidad de microscopia del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM.  

Análisis de los microarreglos 

Para el análisis, los datos fueron divididos en 3 grandes grupos: Grupo 1, datos analizados 

utilizando el programa GenArise desarrollado en el Instituto de Fisiología Celular, UNAM 

(http://www.ifc.unam.mx/genArise/); los datos de este grupo incluyen la expresión de R. 

etli CFN42 comparada con R. etli CFNX247 (nifA-) en ambas condiciones, simbiosis 11 ddi y 

vida libre en medio mínimo (MM) 10 hrs en bajo oxígeno (BO). El mismo programa 

utilizamos para procesar los datos de R. etli CFN42 comparada con R. etli pJMS37 (RpoE4-) 

y con R. etli pFAJ1708 (sobreexpresión RpoE4). El método que el programa utiliza se 

describe en ambos artículos (Martínez-Salazar et al., 2009 y Salazar et al., 2010). De cada 

condición se analizaron tres réplicas experimentales, con su respectiva inversión de 

cianinas o “swap”, cada réplica fue analizada de manera independiente y al final solo 

presentamos los genes que coincidieron en las 3 réplicas utilizadas. El grupo 2 incluye los 

datos de la comparación entre R. etli CFN42 en vida libre cultivado en MM y colectado a 

las 6 hrs de cultivo (MM 6h), comparado con R. etli CFN42 de nódulos a los 18 días 

después de inocular (ddi), este grupo fue analizado con el programa R2.8.1 junto con 

BioConductor (http://www.bioconductor.org). El detalle del análisis se encuentra en el 

artículo No. 2 en el cual se presentan resultados de esta tesis titulado “Systems biology of 

bacterial nitrogen fixation: high-throughput technology and its integrative description 

with constraint-based modeling”, a diferencia del análisis para el grupo 1 en este grupo se 

http://www.bioconductor.org/
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analizaron las réplicas como un conjunto. Finalmente, el grupo 3 corresponde a los datos 

de los diferentes tiempos de colecta de los nódulos (11, 18, 25, 28 y 35 ddi), además de 

una condición de vida libre MM 6h, los datos fueron analizados de manera independiente, 

es decir, de las 3 réplicas de cada condición primero se filtraron por semejanza al tomar 

para cada punto solo las 2 réplicas experimentales que tuvieran la correlación más 

cercana a 1 (Gosset et al., 2004). A partir de estas réplicas se obtuvo un promedio, en este 

punto los datos fueron normalizados entre los 5 tiempos de la simbiosis y la condición de 

vida libre utilizando la formula de la media (Kroll y Wölfl, 2002). Posteriormente los datos 

normalizados fueron ordenados por expresión y se eligieron para cada tiempo sólo los 

genes que presentaran una señal de 3 veces de cambio respecto al fondo (Karunakaran et 

al., 2009; Capela et al., 2006). Estos datos fueron los utilizados para comparar entre los 

diferentes tiempos, obteniendo un valor de log2, finalmente el listado de genes con su 

valor de log2 se analizó con un agrupamiento tipo “K-means” utilizando el programa 

“Cluster v3.0” y para visualización utilizamos el programa “java TreeView” ambos de libre 

acceso y desarrollados por el grupo del Dr. Michael Einsen. Los datos de los 5 tiempos de 

la simbiosis y el tiempo de la vida libre, así como la comparación entre vida libre y el 

tiempo de 18 ddi, también se ordenaron por expresión de mayor a menor, para ser 

analizados posteriormente con el programa Gene Set Enrichment Analysis (GSEA, Broad 

Institute, Cambridge, MA). Para utilizar este programa en R. etli se requiere agregar 

manualmente el grupo de genes que corresponden a cada vía, en nuestro modelo la base 

de datos que utilizamos fue la “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG, 

www.genome.jp/KEGG), en ésta se indica que R. etli CFN42 cuenta con 108 vías que 

incluyen 3096 genes, aunque debemos aclarar que en ocasiones un gen puede estar en 

más de una vía.  El ambiente de GSEA es gráfico y si los datos son concluyentes da un valor 

de certidumbre “FDR” y un “p-value” (Subramanian et al., 2005). 

Búsqueda sitios de regulación 

Para la búsqueda de los sitios de regulación se utilizaron principalmente 2 programas, el 

MEME-Mast cuya metodología se detalla en el artículo “Characterization of the NifA-RpoN 

regulon in R. etli in free life and in symbiosis with Phaseolus vulgaris”. El otro programa 

http://www.genome.jp/kegg
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que se utilizó fue el “Regulatory Sequence Analysis Tools (RSA-Tools)” disponible de 

manera libre en http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/ (van Helden, 2003). Para 

identificar los probables sitios de unión en las regiones promotoras de los genes que 

modificaron su expresión se utilizaron diversas matrices de reguladores conocidos para 

rizobios, por ejemplo NifA, RpoN, Fnr, cajas Nod, RpoE y otros. Pero también se realizó 

una búsqueda para identificar sitios en genomas recién secuenciados y con poca 

información de sitios de regulación basados en la referencia de Li y colaboradores del 

2002, la técnica se basa en la búsqueda de dos segmentos cortos que representan los 

sitios más conservados que intervienen en la unión, esto sin la necesidad de obtener 

grupos de genes co-regulados.  
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10. RESULTADOS 

10.1. Artículo: “Characterization of the NifA-RpoN regulón in Rhizobium etli in free life and 

in symbiosis with Phaseolus vulgaris”  

En esta sección presentamos un artículo publicado en la revista “Applied and 

Environmental Microbiology”. En este presentamos la construcción del microarreglo de 

oligonucleótidos para R. etli CFN42. En el trabajo definimos mediante herramientas de 

genómica funcional el regulón RpoN-NifA de R. etli CFN42.  
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The NifA-RpoN complex is a master regulator of the nitrogen fixation genes in alphaproteobacteria. Based
on the complete Rhizobium etli genome sequence, we constructed an R. etli CFN42 oligonucleotide (70-mer)
microarray and utilized this tool, reverse transcription (RT)-PCR analysis (transcriptomics), proteomics, and
bioinformatics to decipher the NifA-RpoN regulon under microaerobic conditions (free life) and in symbiosis
with bean plants. The R. etli NifA-RpoN regulon was determined to contain 78 genes, including the genes
involved in nitrogen fixation, and the analyses revealed 42 new NifA-RpoN-dependent genes. More importantly,
this study demonstrated that the NifA-RpoN regulon is composed of genes and proteins that have very diverse
functions, that play fundamental and previously less appreciated roles in regulating the normal physiology of
the cell, and that have important functions in providing adequate conditions for efficient nitrogen fixation in
symbiosis. The R. etli NifA-RpoN regulon defined here has some components in common with other NifA-RpoN
regulons described previously, but the vast majority of the components have been found only in the R. etli
regulon, suggesting that they have a specific role in this bacterium and particular requirements during
nitrogen fixation compared with other symbiotic bacterial models.

Rhizobium etli is a nitrogen-fixing soil bacterium that is able
to form a root nodule symbiosis with leguminous plants, spe-
cifically Phaseolus vulgaris (common bean), one of the most
important crops in Mexico and Latin America (51). The R.
etli-P. vulgaris symbiosis is a complex and biologically impor-
tant relationship in which the bacterium fixes atmospheric ni-
trogen and the plant provides carbon compounds and protec-
tion against some environmental stresses. The detailed
mechanisms that allow this interaction are not completely un-
derstood (7). In R. etli CFN42 and other nitrogen-fixing sym-
biotic bacteria, NifA-RpoN is a master regulator of nitrogen
fixation genes, and NifA plays a central role in ensuring ex-
pression of the nitrogen fixation apparatus during symbiosis.
The NifA protein belongs to the enhancer-binding protein
family of transcriptional regulators that activate gene expres-
sion in concert with RNA polymerase containing the special-
ized sigma factor �54 (RpoN), which allows the polymerase
core to recognize �24/�12 promoters (14).

The R. etli CFN42 nifA gene is located on the symbiotic
plasmid (pCFN42d) (23). Similar to R. etli CFN42, R. etli
CNPAF512 has two rpoN genes encoding the alternative sigma
factor �54, which are differentially regulated during symbiosis
and free-living growth (40). During free-living growth RpoN1,
encoded on the chromosome, is required for growth on several

nitrogen and carbon sources (41). When rpoN2, which is lo-
cated on the symbiotic plasmid, is inactivated, there is a sharp
decrease in nitrogen fixation (40), indicating that this gene has
an essential role in bacteroids (16, 17). The NifA enhancer-
binding protein controls transcriptional activation of rpoN2
under free-living microaerobic conditions and during symbiosis
(15). The rpoN2 gene of R. etli CNPAF512 is orthologous to
the R. etli CFN42 rpoN2 (rpoNd) gene, a gene located on
pCFN42d.

In symbiotic diazotrophs, such as Sinorhizobium meliloti,
transcription of nifA and fix genes is controlled predominantly
by the oxygen-responsive two-component FixL-FixJ system. In
S. meliloti NifA, along with FixK, controls 19 symbiotic targets
(6). In Bradyrhizobium japonicum RegS-RegR controls the
NifA-RpoN regulon, which regulates 65 targets for nitrogen
fixation and other processes in microaerobiosis and anaerobio-
sis (free-living conditions) (25, 26). In Rhizobium leguminosa-
rum, nifA is autoregulated (37), while in Azorhizobium cauli-
nodans it is under the direct control of FixK (32).

In R. etli, nifA gene expression has features markedly distinct
from the features in other rhizobia, and no genetic elements
involved in its regulation have been identified. However, NifA-
dependent gene activation occurs only at low oxygen concen-
trations (43, 55). To date, only a few targets, including nifHDK,
iscN nifUS, fixABC, prxS-rpoN2, melA, and bacS, have been
reported to be members of the R. etli NifA-RpoN2 regulon
during symbiosis with P. vulgaris (15, 17, 27, 31, 43, 55).

Using the R. etli CFN42 genome sequence (24), we designed
and constructed a microarray to analyze transcription of the
NifA regulon of R. etli during symbiosis. The microarray chip
contains 70-base (70-mer) oligonucleotides representing all
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6,034 open reading frames (ORFs) that have been detected in
the genome sequence of this organism.

The main goal of this work was to identify and more strictly
define the R. etli NifA-RpoN regulon. This was done by com-
paring wild-type strain CFN42 with a knockout mutant lacking
the NifA regulatory protein grown under microaerobic free-
living conditions and during symbiosis. This study is the first
study of R. etli that used global approaches, such as transcrip-
tomics (DNA microarray and real-time reverse transcription
[RT]-PCR), in combination with proteomics and bioinformat-
ics. The regulon described here includes some genes that are
shared with other NifA-RpoN regulons. However, more of the
components found in this work have been found only in the R.
etli CFN42 regulon and have specific functions in this species.

MATERIALS AND METHODS

Design and construction of the R. etli microarray. The R. etli complete array
oligonucleotide set contains 6,034 arrayable 70-mers representing the genome of
strain CFN42 and was designed using the following NCBI reference sequences: NC
007761 (chromosome), NC 007761 (pCFN42f), NC 007765 (pCFN42e), NC 007764
(pCFN42c), NC 007763 (pCFN42b), NC 007762 (pCFN42a), and NC 004041
(pCFN42d) (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/Rhizobium_etli_CFN_42/).

The 70-mer oligonucleotides were designed by using several ad hoc programs
written in PERL and other software, as follows. The first program read the DNA
sequences corresponding to each of the annotated genes of the R. etli CFN42
genome. If the size of the gene permitted, the program then cut 50 bases from
both the 5� and 3� ends. After this, the program scanned, base by base, each
possible 70-mer of the sequence to ensure that there was no single-base repeat
longer than 7 bp and the melting temperature (Tm) was 80 � 5°C (the formula
used for calculating the Tm was Tm � 81.5 � 16.6 � log[Na�] � 41 � [G�C]/
length � 500/length, where [Na�] was 0.1 M and the length was 70). The
resulting candidate oligonucleotides were compared with the complete genome
sequence using NCBI BLASTALL (BLASTALL-PBLASTN) (1) with a maxi-
mum e value of 1.0 (�e 1.0) and no masking of low-information segments (�F
F). The BLAST results were used to ensure that no candidate oligonucleotide
could cross-hybridize in the microarray. We used the program PALINDROME
from the EMBOSS software suite (44, 49) to find hairpins and filter out any
candidate oligonucleotides with potential hairpins more than 9 bases long. Our
programs also ensured that no oligonucleotide had more than 20 bases in com-
mon with any other coding sequence (Table 1).

When two or more oligonucleotide sequences for the same ORF satisfied all
of the selection rules, the oligonucleotide was selected with the following pa-
rameters: a Tm close to 80°C and minimum cross-hybridization identity. A con-
trol that included 4 positive controls and 12 negative controls was also designed
using the Drosophila melanogaster genome. All oligonucleotides were commer-
cially synthesized without modification by MWG-Biotech (Ebersberg, Germany),
and 50 �M solutions were prepared using Micro Spotting solution (ArrayIt
Brand Products) and spotted in duplicate onto SuperAmine-coated slides (25 by

75 mm; TeleChem International, Inc.) using 24 columns and 22 rows per grid
(the total number of grids was 24) using a high-speed robot at the microarray
facility at Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional Autónoma de
México. Finally, the slides were fixed at 80°C for 4 h. For prehybridization, the
slides were rehydrated with water vapor at 60°C and fixed with two cycles of UV
light (1,200 J). After 2 min of boiling at 92°C, the slides were washed with 95%
ethanol for 1 min and prehybridized in 5� SSC, 0.1% SDS, 1% bovine serum
albumin (BSA) for 1 h at 42°C (1� SSC is 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium
citrate). The slides were washed and dried prior to hybridization (35, 50).

Bacterial strains and growth conditions. The bacterial strains used were R. etli
wild-type strain CFN42 (24) and mutant strain CFNX247 (	nifA::
Sp/Sm) (22).
For growth under microaerobic conditions, cultures were incubated in 150-ml
bottles that were closed with an airtight stoppers and flushed with several vol-
umes of an oxygen-argon (1:99, vol/vol) mixture. The cultures were grown with
shaking (200 rpm) for 10 h at 30°C as previously described by Girard et al.
(21, 22).

Plant experiments. Three-day-old P. vulgaris cv. Negro Jamapa seedlings were
inoculated with R. etli CFN42 or the nifA mutant strain as previously described
by Peralta et al. (45). Eleven days postinoculation (dpi), nodules were picked
from the roots and immediately frozen in liquid nitrogen and stored at �70°C
until they were used. Bacteria were isolated from nodules, and their identities
were verified by using antibiotic resistance.

RNA isolation, synthesis of labeled cDNA, and microarray hybridization.
Microarray experiments were carried out using three independently isolated
RNA preparations from independent cultures and sets of plants. Approximately
3 g of nodules was immersed in liquid nitrogen and macerated. Total RNA was
isolated by acid hot phenol extraction as described previously by de Vries et al.
(13). For microaerobic free-living conditions, 50-ml portions of bacterial cell
cultures were collected, and total RNA was isolated using an RNeasy minikit
(Qiagen, Hilden, Germany). The RNA concentration was determined by mea-
suring the absorbance at 260 nm. The integrity of RNA was determined by
running samples on a 1.3% agarose gel. Ten micrograms of RNA was differen-
tially labeled with Cy3-dCTP and Cy5-dCTP using a CyScribe first-strand cDNA
labeling kit (Amersham Biosciences). Pairs of Cy3- and Cy5-labeled cDNA
samples were mixed and hybridized with the array as described by Hegde et al.
(28). After the arrays were washed, they were scanned using a pixel size of 10 �m
with a Scan Array Lite microarray scanner (Perkin-Elmer, Boston, MA).

DNA microarray analysis. Spot detection, determination of mean signals and
mean local background intensities, image segmentation, and signal quantification
were performed for the microarray images using the Array-Pro Analyzer 4.0
software (Media Cybernetics, L.P.). Microarray data were analyzed with the
genArise software, which was developed in the Computing Unit of the Instituto
de Fisiología Celular, Universidad Nacional Autónoma de México (http://www
.ifc.unam.mx/genarise/). The local background value was subtracted from the
intensity of each spot, and Lowess normalization was applied to the slide. The
normalized ratio of the expression of the experimental sample to the expression
of the control was calculated with genArise software for each experimental
replicate. This software identifies differentially expressed genes by calculating an
intensity-dependent z score. It uses a sliding window algorithm to calculate the
mean and standard deviation within a window surrounding each data point and
determines a z score which measures the number of standard deviations that a
data point is from the mean: zi � [Ri � mean(R)]/sd(R), where zi is the z score for
each element, mean(R) is the mean log ratio, Ri is the log ratio for each element,
and sd(R) is the standard deviation of the log ratio. Using this criterion, the
elements in all experiments with a z score of �2 standard deviations were
considered significantly differentially expressed genes. To eliminate dye effects,
labeling with different dyes was performed for single replicates. However, no
significant differences between Cy3 and Cy5 in incorporation, fluorescence yield,
or stability were observed.

The data sets for all genes that were significantly downregulated in the NifA
mutant strain, including all expression level ratios, are shown in the supplemental
material. The complete data set for the transcriptome analysis has been depos-
ited in the GEO database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo.html) under acces-
sion number GPL10081 for the platform, accession number GSE20440 for the
microaerobiosis data, and accession number GSE2063 for the symbiosis data.

In silico analysis. In order to identify putative regulatory binding sites in the
upstream regions (UTRs) of the coding sequences (CDSs) of the R. etli genome,
we compared a set of regulatory binding sites previously identified for NifA and
RpoN in R. etli and other nitrogen-fixing symbiotic bacteria (4, 23, 40, 42) with
the UTRs of R. etli. The MEME v 3.5.0 program (2) was used to find motifs
(sequence patterns that occurred repeatedly in a group of sequences) in the
regulatory binding sites and to construct search matrices, which represented the
probability that each possible letter was at each position in the pattern. With this

TABLE 1. Oligonucleotide set selection criteria and characteristics
of the R. etli CFN42 microarray

Oligonucleotide selection
criterion Value

No. (%) of oligonucleotides
in genome set satisfying

the criterion

Length 70 bases 6,034 (100)
Melting temp 80 � 5°C 6,034 (100)
Level of cross-hybridization

identity to all other CDSs
�70% 5,886 (97.55)

No. of contiguous base
matches with all other
CDSs

�20 5,994 (98.51)

Distance from 5� and 3� ends �50 bases 6,014 (99.67)
Stem length in potential

hairpin
�7 bases 6,034 (100)

Total 6,034 (100)
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set of matrices, we searched for putative regulatory binding sites in the UTRs
(from bp �500 to bp 200 with respect to the ATG transcriptional start codon) of
R. etli, using the MAST v 3.5.0 program (2, 3). The search was conducted
iteratively by adding the discovered putative regulatory binding sites to the
previously described binding sites to construct a new set of matrices and repeat-
ing the search until there was convergence (when no more putative regulatory
binding sites were found).

Proteomics methodology. Bacteroids were purified from root nodules by cen-
trifugation through self-generated Percoll gradients (48). Bacteroid proteins
were obtained by sonication at 24 kHz for 5 cycles consisting of 1 min on and 1
min off at 4°C in a Vibra Cell (Sonics, United States) in the presence of a
106-protease inhibitor (Complete tablets; Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Germany). To further limit proteolysis, protein isolation was performed
using phenol extraction (30). To solubilize and obtain completely denatured and
reduced proteins, pellets were dried and resuspended as previously reported
(19). Prior to electrophoresis samples were mixed with 7 M urea, 2 M thiourea,
4% 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS), 2
mM tributhyl phosphine (TBP), 2% ampholytes, and 60 mM dithiothreitol
(DTT). The methods used for sample preparation, analytical and preparative
two-dimensional (2D) polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), and image
analysis have been described previously (18), and pH gradients were determined
by using a 2D SDS-PAGE standard (Sigma, United States). For the first dimen-
sion approximately 500 �g of total protein was loaded. The gels were stained with
Coomassie blue R-250, and protein spots on all of the gels were detected at a
resolution of 127 by 127 �m using a PDI image analysis system and PD-Quest
software (Protein Databases, Inc., Huntington Station, NY). We were interested
in spots that showed at least a 2-fold change and met the conditions of a
statistical Student test (level of significance, 95%). Selected spots from Coomas-
sie blue-stained preparative 2D gels were excised manually and prepared for
mass spectrum analysis (19). All experiments were performed three times. Mass
spectra were obtained using a Bruker Daltonics Autoflex (Bruker Daltonics,
Billerica, MA) operated in the delayed extraction and reflectron mode. Spectra
were externally calibrated using a peptide calibration standard (Bruker Daltonics
206095). Peak lists of the tryptic peptide masses were generated and searched
against the NCBI nr databases or with Rhizobase (http://bacteria.kazusa.or.jp
/rhizo/) using the Mascot search program (Matrix Science, Ltd., London United
Kingdom).

Real-time RT-PCR. We used real-time quantitative PCR to obtain an inde-
pendent assessment of the expression of selected genes. The cDNA used for
microarrays or freshly prepared cDNA was used as a template for real-time PCR.
The following primers were used: nifHa-RE1SP00308f (5�-GGG CAG AAG
ATC CTG ATC GT-3�) and nifHa-RE1SP00308r (5�-ATC TCC TGG GCC
TTG TTC TC-3�) for the nifH gene; nifKb-RE1SP00200f (5�-CCG GAA TAC
AGG CAG ATG CT-3�) and nifKb-RE1SP00200r (5�-CTC CTT GAA GTG
ACG CGA CA-3�) for the nifK gene; rpoN-RE1SP00218f (5�-CCA GCT CAT
CGC GTC TAT TC-3�) and rpoN-RE1SP00218r (5�-CGA AAG GTT GCC TGT
GTC AC-3�) for the rpoN2 gene; yp017-RE1SP00100 (5�-GAC GAC CGA CGA
CTA TTT CA-3�) for the prxS gene; virB4-RE1SP00146f (5�-GGC GTT TCC
TTC GAG ACA TC-3�) and virB4-RE1SP00146r (5�-CAA GTT CGG TAT
CGG ATC GG-3�) for the virB4d gene; yhd00040-RE1SP00079f (5�-GAT CGA
TCT GGC ACG TAT GT-3�) and yhd00040-RE1SP00079r (5�-TAG ACT CTC
GGC AAG ACG TT-3�) for the yhd00040 gene; flgKch-RECH00680f (5�-CAC
GCA GAG CAG TGT CGT AT-3�) and flgKch-RECH00680r (5�-GGC GAC
GTT TCA TAG TCG TT-3�) for the flgKch gene; ypf00267-REPF00546f (5�-
TCT ACT GGC TCA CGA ACA CG-3�) and ypf00267-REPF00546r (5�-TTG
TCG AGC CTG TTG AAG TG-3�) for the ypf00267 gene; yha00045-
RHEA00136F (5�-TCG AGC GCT GGC AAT CTG GC-3�) and yha00045-
RHEA00136R (5�-ACA GCC GGT TGT CGC CGT TG-3�) for the yha00045
gene; and hisC-RE1SP0000233f (5�-CGA TGG CGA GAC AGC TAA AT-3�)
and hisC-RE1SP0000233r (5�-ATC ATC GCA ACG CTA TCT CC-3�) for the
hisCd gene. Each reaction mixture contained 12.5 �l SYBR green PCR master
mixture (Applied Biosystems), 3.5 �l H2O, forward and reverse primers in 5 �l,
and the template in 4 �l. PCRs were performed with the ABI Prism 7700
sequence detection system (Applied Biosystems) using the following program:
50°C for 2 min and 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and
60°C for 1 min. The dissociation protocol was 95°C for 15 s and 60°C for 20 s,
followed by ramp from 60°C to 95°C for 20 min. The transcript of the histidinol
phosphate aminotransferase protein (hisCd) was used as an internal (unregu-
lated) reference for relative quantification. This gene was selected as a reference
because its expression is constitutive under all of the conditions tested (free living
and symbiosis) (data not shown) and, additionally, it is in the pSym replicon,
which contains practically all members of the NifA regulon. We also used rpoA
as a reference and obtained similar results. The results of real-time RT-PCR

were analyzed using the 		CT method (52), and the data are expressed below as
relative levels of expression. All reactions were done in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

R. etli whole-genome array. The R. etli CFN42 oligonucleo-
tide (70-mer) microarray was designed on the basis of the
genome sequence and annotation published by Gonzalez et al.
(24). This array comprises a collection of 6,051 probes, 6,034 of
which are from the annotated predicted coding sequences
(CDSs). A total of 5,776 (95.72%) of the CDSs were repre-
sented by a unique probe set and satisfied all of the selection
criteria mentioned in Materials and Methods (Table 1). Only
258 (4.28%) oligonucleotides did not satisfy one or more of
these criteria (Table 1). A total of 148 genes were not repre-
sented by exclusive probe sets, mostly because their sequences
were too similar to other sequences. Similar oligonucleotide
set results were obtained for the S. meliloti oligonucleotide set
array (Array Ready Oligo Set version 1.0; Qiagen, Germany),
for which 95.3% of the oligonucleotides met all of the criteria
and 4.7% of the oligonucleotides did not meet the criteria
(Qiagen). The reliable microarray described here is a useful
tool for functional genomics studies of one of the most agri-
culturally important bacteria.

Transcriptome analysis of the NifA regulon in symbiosis. To
dissect the NifA-RpoN regulon under symbiotic conditions, we
first analyzed rpoN gene expression in both strains during sym-
biosis by using real-time RT-PCR. Previously, two differen-
tially regulated rpoN genes were identified in R. etli. The first
copy of the rpoN gene, rpoN1, is required for housekeeping
functions and allows cells to grow on several nitrogen and
carbon sources under free-living conditions. The second copy
(rpoN2) is essential for symbiotic nitrogen fixation (15). Using
real-time RT-PCR, we analyzed rpoN2 expression in both
strains (the wild-type and nifA mutant strains) during symbiosis
(Fig. 1a) and observed that in R. etli CFN42 rpoN2 expression
depends on the NifA protein because it did not occur in the R.
etli nifA mutant under free-living and symbiotic conditions
(Fig. 1a and 1b). Similar data were reported previously by
Michiels et al. (40) and Dombrecht et al. (15) for R. etli
CNPAF512, and, in agreement with these reports, we obtained
for R. etli wild-type strain CFN42 a messenger PCR product
that included the prxS and rpoN2 genes (Fig. 1c).

To examine the NifA-RpoN regulon under symbiotic con-
ditions, the transcriptomes of bacteroids isolated from 11-dpi
nodules of P. vulgaris infected with either the wild type or the
nifA mutant strain were compared. We selected this time point
for our study because (i) Puppo and colleagues previously
found that determinate nodules like bean nodules are initiated
by meristem cells in the outer cortex, but cell division stops 10
days after infection, when nitrogen fixation beings (47), (ii)
Valderrama et al. (55) found that the nitrogenase genes in R.
etli are induced only 10 days after inoculation of the bacterium
onto bean roots, and (iii) there are not drastic changes in the
physiology of the nifA mutant at 11 dpi like those observed in
Fix� nodules obtained at later times, for which early senes-
cence and in most cases cell death have been documented (9,
22). We demonstrated that there was nodule integrity and
bacteroid viability by using electron microscopy and confocal
microscopy with fluorescent dyes (propidium iodide) in nod-
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ules inoculated with the nifA mutant strain at 11 dpi (data not
shown).

Total RNA was extracted from bacteroids, and cDNA was
synthesized, differentially labeled with the fluorophore Cy3
(RNA from bacteroids of the R. etli wild-type strain) or Cy5
(RNA from bacteroids of the R. etli nifA mutant strain), and
then hybridized to a Rhizobium_etli_CFN42_6051_v1.0 DNA
microarray, as described in Materials and Methods. Three
biological replicates with one dye swap were performed. We
found that 75 genes showed reduced expression in the nifA
mutant in symbiosis if we established a z score log2 ratio cutoff
of �2.0 using the geneArise software (see Table S1 in the
supplemental material). When the physical organization of the
induced genes was analyzed in detail, we found that some of
these genes are members of operons (iscN-nifSUW, fixABCX,
and cpxP1P2P3-yhd00049-cpxP4 operons) and some are mono-
cistronic units (yha00045, ypd00055, and yhd00073).

To support the conclusion that NifA is involved in transcrip-
tional regulation of the potential target genes, we measured
the differential gene expression by using real-time RT-PCR
assays. As expected, the mRNA levels of practically all of the
genes tested (nifH, nifK, virB4d, and yha00045) were clearly
lower in the nifA mutant strain than in the wild-type strain (Fig.
1a). On the other hand, only three genes were upregulated in
the nifA mutant compared to the wild-type strain in symbiosis
(see Table S2 in the supplemental material).

In R. etli, as in other rhizobia, nifHDK and other genes

involved in nitrogen fixation, like fixABCX, are controlled by
the oxygen-responsive NifA activator protein (22, 55). Our
transcriptome analysis results for symbiosis showed that all of
these genes were downregulated in bacteroids of the nifA mu-
tant strain. However, the most significant finding was the sug-
gestion that 36 genes not reported previously in other bacterial
NifA regulons are controlled by NifA (Table 2).

Comparison of microaerobically grown wild-type and nifA
cells. To obtain a more complete picture of the genes whose
expression is regulated by NifA-RpoN, we carried out a new
set of microarray experiments in which we compared the
global transcriptional profiles of the wild-type strain and the
NifA mutant strain grown under free-living microaerobic
conditions as described in Materials and Methods. By using
a z score ratio cutoff of �2 for genes whose expression
changed significantly in each of three microarray replicates,
we identified 38 genes whose levels of transcript expression
were lower in the nifA mutant than in the wild type (see
Table S3 in the supplemental material). We also validated
some of the results for genes such as flgKch, ypf00267,
yhd00040, and yha00045 using real-time RT-PCR; in con-
trast, rpoN2 and nifH were found to be differentially ex-
pressed only when RT-PCR was used (Fig. 1a and 1b).

When both approaches (microarrays and real-time RT-
PCR) were used, the flgKch and ypf00267 genes were found to
be downregulated in the nifA mutant strain in microaerobiosis
but not in symbiosis. It has been suggested that flgKch is part of

FIG. 1. (a and b) Relative levels of transcripts in R. etli wild-type and nifA mutant strains in symbiosis (a) and under microaerobic culture
conditions (b). The hisCd transcript was used as an internal (unregulated) reference for relative quantification. (c) Analysis of the prxS-rpoN2
operon by RT-PCR. Lane 1, amplification of 829-bp product from bacteroids of the wild-type strain; lane 2, bacteroids from the nifA strain; lanes
3 and 4, preparation without retrotranscriptase enzyme; lane 5, total DNA; lanes 6 and 7, wild-type and nifA strains, respectively, under
microaerobic conditions.
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TABLE 2. Stringent and extended sets of genes in the R. etli NifA-RpoN regulona

Designation Gene Function z score
(symbiosis)b

z score
(free living)b �54c NifAc Probable operon

Stringent set
RHE_CH00680 flgKche Flagellar hook-associated protein �2.704 DM DM flgKch
RHE_CH00962 thrBe Homoserine kinase �2.598 DM DM thrBa
RHE_CH02240 yhch00663e Hypothetical conserved protein �3.88 DM DM yhch00663
RHE_CH02986 ypch01047 Probable sugar ABC transporter, ATP-binding

protein
�2.001 DM DM ypch01047

RHE_PA00136d yha00045f Hypothetical conserved protein �2.625 �4.831 DA DM yha00045
RHE_PD00076d melAf Tyrosinase, monophenol monooxygenase �2.107 �2.214 DA DA melA-yhd00038
RHE_PD00077 yhd00038 Hypothetical protein �2.464 melA-yhd00038
RHE_PD00078 yhd00039f Hypothetical conserved protein �2.947 �2.876 DA DM yhd00039
RHE_PD00079 yhd00040e Hypothetical conserved protein �3.042 DA DM yhd00040
RHE_PD00105 ypd00023 Putative two-component sensor protein �2.832 DM DM ypd00023
RHE_PD00146 virB4d Transport secretion system IV, VirB4 protein �2.303 DM DA virB4d
RHE_PD00186 yhd00073f Hypothetical conserved protein �3.353 �4.547 DA DA yhd00073
RHE_PD00197 nifX Iron-molybdenum cofactor processing protein �2.946 nifHDK3E2NX
RHE_PD00198 nifN Nitrogenase reductase iron-molybdenum

cofactor synthesis protein
�3.159 nifHDK3E2NX

RHE_PD00199 nifE2 Nitrogenase reductase iron-molybdenum
cofactor synthesis protein

�3.304 nifHDK3E2NX

RHE_PD00200d nifK2 Nitrogenase molybdenum-iron protein beta
chain

�3.208 nifHDK3E2NX

RHE_PD00201d nifD3 Nitrogenase reductase component II, iron-
molybdenum alpha subunit protein

�3.994 nifHDK3E2NX

RHE_PD00202d nifH3 Nitrogenase reductase component II, iron
protein

�4.421 DA DA nifHDK3E2NX

RHE_PD00214 ypd00045f Putative ferredoxin protein �4.099 �3.368 cpxA-ypd00045
RHE_PD00215 cpxAf Cytochrome P450 monooxygenase �2.646 �4.04 DA DA cpxA-ypd00045
RHE_PD00217d prxS Putative hydroperoxide reductase �2.067 DA DA prxS-rpoN2
RHE_PD00218d rpoNd RNA polymerase sigma factor (sigma-54) �4.32 prxS-rpoN2
RHE_PD00220 iscNf Fe-S cofactor nitrogenase synthesis protein �3.146 �3.759 DA DA iscN-nifUSW
RHE_PD00221 nifUdf Pyridoxal cysteine desulfurase �3.572 �3.01 iscN-nifUSW
RHE_PD00222 nifSd Pyridoxal-phosphate-dependent

aminotransferase nitrogen fixation protein
�3.569 iscN-nifUSW

RHE_PD00223 nifW Nitrogenase stabilizing/protective protein �3.836 iscN-nifUSW
RHE_PD00224 fixAf Electron transfer flavoprotein beta subunit �3.533 �4.948 DA DA fixABCX
RHE_PD00225 fixBf Electron transfer flavoprotein alpha subunit �3.557 �4.419 fixABCX
RHE_PD00226 fixCf Electron transfer flavoprotein-quinone

oxidoreductase
�3.018 �5.223 fixABCX

RHE_PD00227 fixXf Ferredoxin-like protein �3.848 �4.834 fixABCX
RHE_PD00229 nifBf Fe-Mo cofactor biosynthesis protein �3.465 �2.775 DA DA nifB-fdxN-nifZ
RHE_PD00230 fdxN Ferredoxin protein �3.379 nifB-fdxN-nifZ
RHE_PD00231 nifZ Probable chaperone-like protein �2.768 nifB-fdxN-nifZ
RHE_PD00232 yhd00084 Hypothetical conserved protein �3.557 DM DM yhd00084
RHE_PD00244 ctrEf Polyprenyl synthetase �3.093 �3.305 DA DM ctrE
RHE_PD00245 ypd00047 Putative oxidoreductase �2.726 yhd00088-yhd0089-ypd00047
RHE_PD00246 yhd00088 Hypothetical conserved protein �2.73 yhd00088-yhd00089-ypd00047
RHE_PD00247 yhd00089 Hypothetical conserved protein �2.745 DM DA yhd00088-yhd00089-ypd00047
RHE_PD00249 cpxP4 Cytochrome P450 protein �2.498 cpxP1P2P3-yhd00049P4
RHE_PD00250 ypd00049 Probable oxidoreductase �2.93 cpxP1P2P3-yhd00049P4
RHE_PD00251 cpxP3 Cytochrome P450 monooxygenase �3.228 cpxP1P2P3-yhd00049P4
RHE_PD00252d cpxP2 Cytochrome p450 monooxygenase �3.165 cpxP1P2P3-yhd00049P4
RHE_PD00253 cpxP1 Cytochrome P450 truncated protein �3.424 DA DA cpxP1P2P3-yhd00049P4
RHE_PD00260d nifH2 Nitrogenase reductase component II, iron

protein
�2.871 DA DA nifHD2-hemNd2-yhd00090

RHE_PD00261 nifD2 Nitrogenase reductase component I truncated
protein

�3.124 nifHD2-hemNd2-yhd00090

RHE_PD00262 hemNd2 Coproporphyrinogen III oxidase �2.866 nifHD2-hemNd2-yhd00090
RHE_PD00263 yhd00090 Hypothetical protein �3.138 nifHD2-hemNd2-yhd00090
RHE_PD00301 bacSf Bacteroid protein S �2.915 �3.905 DA DA bacS
RHE_PD00302 fdxB Electron transfer ferredoxin B protein �3.721 nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB
RHE_PD00303 yhd00102 Hypothetical conserved protein �2.47 nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB
RHE_PD00304 yhd00103 Hypothetical conserved protein �2.293 nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB
RHE_PD00305 nifE1 Nitrogenase reductase iron-molybdenum

cofactor synthesis truncated protein
�2.108 nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB

RHE_PD00306d nifK1 Nitrogenase component I, iron-molybdenum
beta subunit protein

�2.984 nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB

RHE_PD00307d nifD1 Nitrogenase component I, iron-molybdenum
protein, alpha subunit protein

�2.6 nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB

RHE_PD00308d nifH1 Nitrogenase reductase component II, iron
protein

�3.315 DA DA nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB

RHE_PD00312d yhd00105 Hypothetical protein �2.917 DA DA yhd00105
RHE_PD00313 yi04c-I00043 Probable insertion sequence transposase �2.124 DM DM yi04c-I0043–yi04c-II0044
RHE_PD00314 yi04c-II00044 Probable insertion sequence transposase �2.099 yi04c-I0043–yi04c-II0044
RHE_PD00332 ypd00053f Probable secretion protein, HlyD family �2.041 �2.593 DA DA ypd00053-ypd00054

Continued on following page
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the flgEKL-flaF-flbT-flgDch operon (24), but using microarrays
we did not detect expression of the other members of this
operon. Regarding incomplete operon expression in mi-
croaerobisis, Bobik et al. (6) reported that in some cases it is
not possible to detected expression of all members of an
operon using microarrays due to low levels of expression. How-
ever, a Northern blot analysis showed that there was only one
band corresponding to the size of flgKch mRNA, 1,487 bp
(data not show). Similar results were obtained for the cpxA
gene, which is a member of the probable cpxA-ypd0045 operon,
and for iscN of the iscN-nifUSW operon. Similar to the results
of the experiments under symbiotic conditions, in which we
detected 3 genes that were induced in the nifA mutant strain,
under microaerobic conditions we detected induced expression
of 37 genes in the mutant, which were distributed throughout
the partitioned genome of R. etli CFN42 (see Table S4 in the
supplemental material); this might have been a result of indi-
rect regulatory effects originating from the mutant genotype.

As mentioned above, in our microarray analysis we consid-
ered only genes whose expression in three replicates was con-
stant. However, when the data were analyzed separately, we
observed that almost all of the genes detected as part of the
NifA regulon in symbiosis were induced differentially under
microaerobic conditions. These results and those obtained for
B. japonicum (25) and S. meliloti (5) indicate that microaerobic
conditions for free-living growth are probably not compatible
with maximal expression of rhizobial NifA proteins. As we
mentioned above and in agreement with previous reports (40),
using RT-PCR we observed that in R. etli rpoN2 expression in
symbiosis and under microaerobic conditions depends on the

NifA protein (Fig. 1a and 1b). The level of amino acid identity
of RpoN1 and RpoN2 is 56%, and this could suggest that
RpoN1 has less capacity for binding to RpoN2 promoters and
vice versa. Moreover, in Rhodobacter capsulatus (46) RpoN1
and RpoN2 have different targets, determined in part by the
capacity of each protein to bind to its corresponding site.
Specificity is determined mainly by region 1, and in R. etli there
is a major difference between RpoN1 and RpoN2 in this re-
gion. On the other hand, it has been reported that rpoN1
expression is reduced during microaerobiosis and symbiosis,
suggesting that in addition to RpoN1, RpoN2 negatively reg-
ulates rpoN1 expression (40). Another feature that affects gene
expression compared with expression during microaerobiosis is
the very low oxygen concentration in the nodule (20, 34), which
has been proposed to produce differential regulation in the
FixLJ-FixK2-FixK1 cascade of B. japonicum (39), of which
NifA is a part.

We propose that NifA has greater stability and activity in
symbiosis, which leads to increased expression of RpoN2, and
as a result of the targets that were identified in each experi-
mental replicate, we suggest that the putative targets of RpoN1
are not expressed in the absence of the rpoN1 product. We
assumed that we did not use the best conditions for NifA-
RpoN2 function in microaerobiosis, and while we detected
some targets under our conditions, the expression of NifA-
RpoN2 was not as stable as it was in symbiosis, which caused
the replicates to vary substantially.

In silico search for RpoN and NifA binding sites. The array
results reported above suggest that the effect of NifA on gene
expression could be due to direct or indirect regulation of the

TABLE 2—Continued

Designation Gene Function z score
(symbiosis)b

z score
(free living)b �54c NifAc Probable operon

RHE_PD00333 ypd00054 Probable bacteriocin/lantibiotic exporter ABC
transporter, ATP binding protein

�3.117 ypd00053-ypd00054

RHE_PD00335 yhd00111 Hypothetical conserved protein �3.812 DA DM yhd00111
RHE_PD00339 ypd00055f Probable water channel protein �2.792 �4.418 DA DM ypd0055
RHE_PD00340 yhd00114f Hypothetical conserved protein �2.43 �3.795 DA DA yhd00114
RHE_PD00343 yhd00115f Hypothetical protein �2.512 �3.444 yhd00116-yhd00115
RHE_PD00344 yhd00116 Hypothetical protein �2.127 DA DM yhd00116-yhd00115
RHE_PE00331 ype00167e Putative peptide ABC transporter, permease

protein
�1.97 DM DM ype00167

RHE_PF00546 ypf00267e Putative epoxide hydrolase protein �2.578 DM DM ypf00267

Extended set
RHE_CH02239 yhch00662e Hypothetical conserved protein �3.685 ND DM yhch00662
RHE_PD00106 ypd00024 Putative metallo-hydrolase �2.915 ND DM ypd00024
RHE_PD00110 ypd00026 Putative hydrolase �2.42 ND DM ypd00026
RHE_PD00123 yi14a-II00019 Probable insertion sequence transposase �2.972 DA ND yi14a-II00019
RHE_PD00139 ardCdf Conjugal transfer antirestriction protein �2.672 �3.02 DM ND ardCd
RHE_PD00205 yhd00078 Hypothetical conserved protein �3.077 ND DM yhd00078
RHE_PD00213 yhd00082 Hypothetical conserved protein �2.231 ND DA yhd00082
RHE_PD00315 ypd00051 Probable methionyl-tRNA synthetase �2.272 ND DM ypd00051
RHE_PD00341 aptD Adenine phosphoribosyltransferase �2.478 ND DM aptD-ypd00056
RHE_PD00342 ypd00056f Putative biosynthetic heme protein �2.611 �3.302 aptD-ypd00056
RHE_PF00533 ypf00260e Probable two-component response regulator

protein
�2.023 ND DM ypf00260

a All genes were differentially expressed as determined by a z score of �2 for the nifA mutant compared with the wild-type strain. The genes in the stringent set
contained both NifA and RpoN binding sites. The genes in the extended set contained either NifA or RpoN motifs, and expression was corroborated by proteomics
where indicated.

b Detected by in silico analysis (MEME-MAST program).
c DM, detected manually; DA, detected by in silico analysis (MEME-MAST program); ND, not detected.
d Corroborated by proteomics.
e Gene expressed under microaerobic conditions.
f Gene expressed in symbiosis and under microaerobic conditions.
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corresponding promoters by NifA. In order to obtain insight
into which promoters are regulated directly and which promot-
ers are regulated indirectly, a genome-wide DNA motif search
was performed.

The bacterial alternative sigma factor RpoN recognizes and
binds to a �24/�12-type promoter with the following consen-
sus sequence: 5�TGGCACG-N4-TTGCW-3�, where the �24
GG and the �12 GC dinucleotides are indicated by bold type
(4). RpoN binds to these promoter regions and interacts with
the NifA protein that recognizes and binds to a specific up-
stream sequence, TGT-N10-ACA; all of the sequences used to
locate NifA and RpoN sites and sequence logos (11) created
with these sequences are shown in Fig. S1 in the supplemental
material and in Table 3.

Using the MEME and MAST programs, the search was
restricted to the regions from bp �500 to bp 200 from the start
codons of annotated genes. A total of 154 RpoN binding sites
and 97 NifA binding sites were predicted (see Table S5 in the
supplemental material); 17 of these sites had both motifs, while
18 additional binding sites were detected manually (7 sites with
NifA binding motifs, 2 sites with RpoN binding motifs, and 9
sites with both binding motifs), resulting in a total of 35 targets
(Table 3). The genome locations of the RpoN- and NifA-
dependent sequence elements identified were cross-examined
using the genes identified by the transcriptome analysis that
had a z score cutoff of 2.0. As shown in Table 3, we concluded

that of the 35 NifA-RpoN sites identified, 33 (94.2%) are
apparently functional.

In symbiosis a total of 61 genes associated with both motifs
showed significant changes in microarray experiments, and
these genes are members of 14 operons and 12 monocistronic
units (Table 2). In contrast, there were 5 genes that were
differentially expressed in the NifA mutant strain but for which
no NifA- or RpoN-dependent regulatory elements could be
found (see Table S6 in the supplemental material). In mi-
croaerobiosis we identified 38 genes whose levels of transcript
expression were lower in the nifA mutant than in the wild-type
strain (see Table S3 in the supplemental material). However,
for 9 genes neither a NifA binding site nor an RpoN binding
site was detected (see Table S6 in the supplemental material),
and just 19 targets (25 genes) were identified as targets that
had both motifs, which corresponds to 65.7% of the total
number of genes whose expression was reduced in the nifA
mutant in microaerobiosis; additionally, in 4 more cases only
one of the motifs was present. It is relevant that the expression
of 19 of the 25 genes with both putative transcription factor
binding sites was reduced in the nifA mutant in symbiosis. On
the other hand, the expression of virB4d, which also possessed
putative NifA and RpoN motifs, was reduced in the nifA mu-
tant background in symbiosis as determined by microarrays
and RT-PCR assays, in contrast to the findings for microaero-
biosis (Fig. 1a and 1b). Also, NifA and RpoN regulatory bind-
ing sites were predicted to be in the promoter region of
yhd00040, but by using microarray analysis a low level of ex-
pression in the nifA mutant strain in microaerobiosis but not in
symbiosis was found, which is not consistent with the results of
a real-time RT-PCR analysis, in which we detected differential
expression under both conditions (Fig. 1a and 1b). Since real-
time RT-PCR is a more sensitive technique than microarray
assays, it is possible that we detected expression of this gene
only by the former method.

A number of NifA-dependent genes were detected only un-
der microaerobic conditions (yhd00040, flgKch, thrB, ype00167,
yhch00663, and ypf00267), suggesting that some NifA regula-
tion could be specific for the free-living state of the bacterium.
Nevertheless, some of the genes whose expression was not
detected in symbiosis were expressed at low levels under mi-
croaerobic conditions. Consequently, we cannot exclude the
possibility that the lack of detection of these genes under
symbiotic conditions might actually have been due to a tech-
nical limitation, given that the overall sensitivity of the arrays is
better with free-living RNAs than with symbiotic RNAs. For
this reason, whether NifA contributes to biochemical functions
specific for free-living R. etli remains to be determined.

In our opinion, these data define the NifA regulon in R. etli
more reliably than other NifA regulon studies have, because
our analysis included results obtained both under free-living
(microerobic) conditions and in symbiosis. On the other hand,
we found that the nodA and ypd0010 genes, containing both
NifA and RpoN binding sites, were not differentially expressed
in symbiosis or microaerobiosis (data not shown), which could
suggest that there is an alternative NifA-dependent regulation
process. nodA is also negatively regulated by NolR (10, 33),
and a search for NolR consensus sites in the R. etli genome
sequence using MEME and MAST identified three motifs
(data not shown), one of which is located upstream of nodA. In

TABLE 3. Regulatory RpoN-NifA binding sites detected in the
genome of R. etli CFN42 using the MEME-MAST

program and manually

Gene RpoN binding site NifA binding site

cpxP1 CGGCACGCGATTTGCT TGTCGGCATTGAGACT
yhd00084 CGGCGCCACGGGTGCTa TGTCGGCTTACGTACCa

thrB CGGGCAGAGAGATGCTa TGTTATGCCACGACCAa

nodA TGGCAGGCCGATTGAT TGTCGACGCCTGGACA
ctrE TGGCACACGGTTTCAT TGTCGCCATTGAAACAa

ypd00053 TGGCACGAATCTTGAA TGTCGTGCTTGCGACA
fixA TGGCACGAATGATGCA TGTCGGGAAGCTTACA
iscN TGGCACGACGCATGCA TGTCGCGCAAGCGACA
yha00045 TGGCACGCTGATATCC TGTCGCCATCAAATCAa

nifH1 TGGCACGGGTTTTGAA TGTCTGATCGGCGACA
nifH2 TGGCACGGGTTTTGAA TGGCGGTTTCGAGACA
nifH3 TGGCACGGGTTTTGAA TGTCTGATCGGCGACA
yhd00105 TGGCACGGTTGTTGCG TGTTCGGTTTGCGACA
melA TGGCACGTCGCTTGCT TGTCGAGATCACGACA
yhd00039 TGGCACTGGATTTGCA TGGTCAACAGTTTACAa

yhd00040 TGGCATAGACATTGCA TGTAAACCTGACCAACAa

cpxA TGGCATGAACTTTGAA TGTTAGATACGCGACA
prxS TGGCATGACGCTTGCT TGTGCAGTTTCAAACA
yhd00111 TGGCATGAGTCTTGAA TGTCCGGTTCACGACAa

nifB TGGCATGGCTTTTGCG TGTCGGAAGCTTGACA
bacS TGGCATGGTGTTTGCT TGTCGGGCATCCGCCA
yhd00073 TGGCATGGTGTTTGCT TGTCGGGCATCCGCCA
yhd00114 TGGCATGGTGTTTGCT TGTCGGGCATCCGCCA
ypd00023 TGGCCCTCGGTAAGGAa TCTCGCCAAACGGGACAa

yi04c-I00043 TGGCCGAACAGATGCTa TCTCACCATTGCCACAa

ypch01047 TGGCCGGCCTCGAGCT TGCCGTTCTCCTCACA
ypf00267 TGGCGAAATACTTGGGa TGGTATGCGGAATACAa

yhd00089 TGGCGCAGGCCGTGCAa TGTGTTCGATTCCACG
flgKch TGGCGCCGCCTTTGCAa TGTCGATCCGGTGACGa

ype00167 TGGCGGCGCGGCAGCAa TGGTACCAGTACAACAa

ypd00010 TGGGAGGAACTATGAG TGTCGGGCCTACTACA
virB4d TGGGGCGGCGCCACGTa TGGATGTTTGGCTACA
yhch00663 TGGGCCTGCTTTTGCTa TGTCATAACCGGCAAAa

ypd00055 TGGTACGACGTTTGCT TGGCGGATGCCCGACAa

yhd00116 TTGCTGCAGATACGCA TGTCACGCAGATCGCAa

a Detected manually.
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addition, nolR is transcribed significantly in symbiosis and mi-
croaerobiosis (data not shown). Also, the findings for the
ypd00010-yhd00018 operon, which contained both promoter
sites but did not exhibit differential expression either in sym-
biosis or under free-living conditions, suggest that there is an
alternative NifA-dependent regulation process.

Identification of NifA-regulated proteins in symbiosis by
proteome analysis. Bacteroid extracts of wild-type strain
CFN42 and the nifA mutant strain were obtained and analyzed
by 2D PAGE. Three independent biological samples from
each strain were used for protein profiling. For each sample,
2D gel electrophoresis was carried out using a pH range of 4 to
8, and the Coomassie blue-stained gels were analyzed using
PD-Quest software. On average, more than 800 protein spots
were observed in each 2D electrophoresis gel prepared for
both strains. In this study we selected only spots that showed at
least a 2-fold change and met the conditions of a statistical
Student test (significance level, 95%). Seventy-eight polypep-
tide spots that were present in the wild-type strain gel and not
in the nifA mutant gel were identified as probable NifA-regu-
lated protein spots (Fig. 2a and 2b). In contrast, 18 polypeptide
spots were found only in the nifA mutant strain gel (data not
shown). A total of 41 proteins that were differentially
expressed in the wild-type strain and the nifA mutant were
identified on the basis of their tryptic peptide masses using
matrix-assisted laser desorption ionization–time of flight
(MALDI-TOF) analysis (Table 4). The genes encoding 24
(58%) of these proteins were associated with NifA and RpoN
motifs, and there were significant severalfold changes in the
expression of these proteins when transcriptomics experiments
were performed. These proteins included 7 different electro-
phoretic variants of NifD, 4 electrophoretic variants of MelA,
4 electrophoretic variants of Yha00045, 3 electrophoretic vari-
ants of NifH, 2 electrophoretic variants of NifK, and one elec-
trophoretic variant each of PrxS, RpoN2, CpxP2, and
Yhd00105 (Fig. 2 and Table 4). However, using 2D PAGE it

was not possible to identify proteins like FdxN, IscN, NifW,
and FdxB, which were members of a group of 22 proteins
identified with microarrays as members of the NifA-RpoN
regulon, because they had isoelectric points or molecular
weights outside the electrophoretic resolution range utilized in
this work (see Table S7 in the supplemental material). Our
proteomics experiments confirmed that elements such as
CpxP2, Yha00045, and Yhd00105, which are proposed for the
first time in this work to be regulated by NifA-RpoN, are
members of the NifA-RpoN regulon (which was suggested by
transcriptomics findings and the presence of RpoN and NifA
binding motifs). Also, in several cases we identified isoforms of
the same protein, suggesting that there are regulatory post-
transductional modifications. Detection of these modifications
is an additional advantage of the proteomics approach used in
this work, and for some of these proteins posttransductional
modifications have not been reported previously. Further anal-
ysis is required to identify the types of modifications in these
proteins. Conversely, the results for 17 proteins found only in
the wild-type strain (see Table S8 in the supplemental mate-
rial) did not correlate with either the predicted motif results or
transcriptomics analysis results. We know that NifA-depen-
dent �54 motifs can differ from consensus sites, as recently
shown using gel retardation analysis and detailed mutagenesis
of the functional NifA promoter of the hupSL genes of R.
leguminosarum bv. viciae (36); thus, experiments to confirm
that these elements are members of NifA-RpoN regulon are
necessary.

Global characterization of the R. etli NifA-RpoN regulon.
Previous studies documented that there is an imperfect corre-
lation between the motif scores and fold changes, so promoter
sequence data alone are not sufficient to predict transcription
efficiency (25). Because of this, to delineate the R. etli NifA-
RpoN regulon (stringent set), we selected as members of this
regulon (stringent set) only genes that had significant fold
changes in transcriptomics experiments (symbiosis and/or free

FIG. 2. Proteome profiles of 11-dpi bacteroids from the R. etli wild-type (a) and nifA mutant (b) strains. The numbered protein spots were
excised from the gel of the wild-type strain and were identified using MALDI-TOF mass spectrometry. Three independent experiments were
performed, and representative 2D gel electrophoresis gels are shown.
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life) and/or whose product was detected by proteomics and
that contained RpoN- and NifA-dependent binding sites,
which resulted in identification of a total of 67 genes; 42 of
these genes were symbiosis specific, 19 were found under both
symbiosis and microaerobic (free life) conditions, and 6 were
microaerobiosis specific (Table 2). The extended set included
genes that exhibited differential microarray expression (z score
ratio cutoff, �2) in the nifA mutant strain, in contrast to the
wild type in symbiosis or microaerobiosis, but contained only
NifA or RpoN motifs. In this category there were 11 genes, 2
of which were detected by microarrays specifically in mi-
croaerobiosis. Additionally, similar to the results of the pro-
teomics analysis, in which 17 proteins were found only in the
wild-type strain, 5 genes were differentially expressed under
symbiosis conditions and 9 genes were differentially expressed
under microaerobic conditions in this strain; however, no
NifA- and/or RpoN-dependent regulatory elements could be
found for these genes (see Table S6 in the supplemental ma-
terial), suggesting that (i) there may be indirect regulation, (ii)
NifA and RpoN promoters are too divergent from the promot-
ers used in our analysis, (iii) there were artifacts of the mi-
croarray method (transcriptomics), and/or (iv) there was basal
induction or no induction of some genes in ineffective nodules
(symbiosis). We also did not consider genes in theoretical
operons which did not meet the criteria for the �2.0-change
cutoff in gene expression in the microarray analysis members of
this regulon.

In agreement with the findings of Hu et al. (29) and Curatti et
al. (12), the NifA-RpoN stringent regulon of R. etli described in
this work contains all of the necessary elements required to fix
nitrogen, including nifHDK, nifB, nifE, nifN, nifX, nifW, nifU, and
nifS. Moreover, we confirmed the presence of the genes previ-

ously reported to be NifA-RpoN dependent in R. etli, including
bacS, prxS, rpoN2, and iscN (16, 31, 43), and the presence
of operons predicted in silico, including the iscN-nifUSW
(16), nifHDKE1-yhd00103-yhd00102-fdxB, nifHDK3E2NX, and
nifHD2-hemNd2-yhd00090 operons. For the last three operons,
RNA transcripts that were the correct length were detected in
Northern blots (data not shown). In summary, the NifA-RpoN
regulon (extended set) of R. etli was determined to contain 78
genes, including 50 genes in 15 operons and 28 monocistronic
genes.

Comparison of NifA-RpoN regulons in nitrogen-fixing bac-
teria. The NifA-RpoN regulons in different rhizobia have been
characterized previously (6, 25, 26). In S. meliloti, 19 of the
genes regulated by FixJ appeared to be NifA-regulated genes,
and analysis of the intergenic sequence upstream of these
genes revealed the presence of NifA boxes (TGT-N10-ACA) in
five targets (6). In B. japonicum, the NifA-RpoN regulon is
composed of 65 elements, including 32 regulated genes with
significant NifA and RpoN binding sites (stringent set), 2 man-
ually identified RpoN and NifA sites, and 31 regulated genes
with significant RpoN binding sites, but it has no NifA binding
site (extended set) (26). Remarkably, the total NifA regulon in
R. etli described in this work consisted of 67 genes in the
stringent set and 78 genes in the extended set.

The majority (90%) of the members of the R. etli NifA-
RpoN regulon (stringent set) occur only on the symbiotic plas-
mid (60 genes are on pCFN42d, 4 genes are localized on the
chromosome, and one gene each is on pCFN42a, pCFN42e,
and pCFN42f). R. etli has a small symbiotic region compared
with other species. In S. meliloti, the 19 NifA-dependent genes
described previously are on pSymA (6), a replicon five times
larger than pCFN42d, and in B. japonicum the symbiotic island

TABLE 4. NifA-RpoN regulon proteins identified using MALDI-TOF mass spectrometrya

Spot Designation Gene Mascot
score

%
Coverage

Peptide
no.b

Mr
(calculated)

pI
(calculated)

33 RHE_PA00136 yha00045 56 24 4/11 17.04 6.49
34 RHE_PA00136 yha00045 71 28 4/12 17.03 6.32
35 RHE_PA00136 yha00045 64 36 6/20 17.15 5.93
36 RHE_PA00136 yha00045 63 28 4/18 17.18 5.73
10 RHE_PD00076 melA 79 10 5/9 50.80 5.79
12 RHE_PD00076 melA 58 9 4/10 50.69 5.69
16 RHE_PD00076 melA 63 9 4/8 51.23 5.64
17 RHE_PD00076 melA 69 10 5/13 51.08 5.49
13 RHE_PD00200 nifK2 54 9 4/13 51.98 5.69
39 RHE_PD00217 prxS 143 29 9/17 20.10 5.85
43 RHE_PD00218 rpoN2 91 17 5/10 55.50 6.30
45 RHE_PD00252 cpxP2 80 17 8/20 48.08 6.80
14 RHE_PD00306 nifK1 119 24 10/38 53.06 5.68
4 RHE_PD00307 nifD1 195 30 11/16 57.23 5.81
5 RHE_PD00307 nifD1 89 23 8/45 55.55 5.83
6 RHE_PD00307 nifD1 165 24 9/12 56.94 5.88
7 RHE_PD00307 nifD1 153 30 11/30 56.49 5.99
8 RHE_PD00307 nifD1 138 28 10/31 56.45 6.04
9 RHE_PD00307 nifD1 151 28 10/24 56.34 6.07
2 RHE_PD00307 nifD1 139 24 9/19 58.90 5.72
25 RHE_PD00308 nifH1 76 22 6/27 33.05 4.77
23 RHE_PD00308 nifH1 82 27 4/8 32.58 4.97
24 RHE_PD00308 nifH1 78 27 4/10 32.85 4.86
44 RHE_PD00312 yhd00105 108 20 8/15 30.10 5.60

a The spots were excised from gels obtained using wild-type bacteroids of R. etli.
b Number of peptides detected by MALDI-TOF/theoretical peptide number.
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contains 34 genes regulated by NifA (stringent set) and is twice
as large as pCFN42d. To date, the R. etli NifA-RpoN regulon
(stringent set) is the largest NifA regulon that has been de-
scribed, and its members are located in a smaller proportion of
the genome. The yha00045 gene, which contains functional
NifA and RpoN binding sites, which was determined by pro-
teomic and microarrays studies to be expressed only in the
wild-type strain, and whose expression under symbiosis and
microaerobic conditions was validated by RT-PCR, is the only
R. etli regulon gene detected (stringent set) on pCFN42a. This
replicon has been reported to be indispensable for the transfer
of the symbiotic plasmid (8, 54), and both plasmids have lower
G�C contents (58%) than the rest of the R. etli genome
(61.5%) (24). These data suggest that both replicons were
acquired during the same event, and our data support the
hypothesis that there is a coordinated relationship between
pCFN42a and pCFN42d.

The R. etli NifA-RpoN regulon (stringent set) contains at
least one gene in each of 16 functional classes (53); in com-
parison, the members of the B. japonicum regulon belong to
only 12 classes (extended set), and the members of the S.
meliloti regulon (stringent set) belong to only 6 functional
classes. Classical genes necessary for nitrogen fixation, like the
nifHDKENX and nifB-fdxN-nifZ operons and fixA, are present
in all regulons. Additionally, we observed 21 other genes that
are present in both the B. japonicum and R. etli NifA-RpoN
regulons; in comparison, there are only 13 genes that are
present in both the R. etli and S. meliloti regulons. Hence, 43
(54.4%), 49 (76.6%), and 6 (31.6%) of the genes were present
only in the R. etli, B. japonicum, and S. meliloti regulons, re-
spectively, which indicates that there are important differences
and specificities in these regulons.

Interestingly, in the R. etli stringent set 47% of the genes
were categorized as hypothetical genes, conserved hypothetical
genes, or genes with unknown functions (see Fig. S2 in the
supplemental material). For the 35 remaining genes, func-
tional categories, such as energy production and conversion
(14 elements), were significantly overrepresented. Also present
were genes encoding products involved in functions like trans-
port (divided into six clusters of orthologous groups of genes
[COGS], as well as inorganic ion transport), metabolism (see
Fig. S2 in the supplemental material), and secondary metabo-
lite biosynthesis, transport, and metabolism (see Fig. S2 in the
supplemental material), and there were three or four elements
in each COG (see Fig. S2 in the supplemental material).

For several coding regions with unknown functions, some of
the proteins contained domains that indicated that they are
involved in various important physiological functions; these
coding regions included ypd00053 (multidrug resistance efflux
pump domain), ypd00054 (putative bacteriocin/antibiotic ex-
porters), and ypd00055 (similar to Mesorhizobium loti mll6943,
which contains a domain conserved in aquaporin proteins,
some of which are involved in urea, methylammonium, lactic
acid, or ammonia transport) (38). Experimental demonstration
of these roles would provide further insights into the NifA-
RpoN regulon in R. etli.

The abundance of hypothetical genes that are components
of the R. etli NifA-RpoN regulon is not surprising since the
NifA-RpoN regulon of B. japonicum is composed of 25 hypo-
thetical genes (26), but only two of these genes (bir1954 and

bir2725) had sequence identity (51% and 57%, respectively)
with ORFs in R. etli. However, neither of these genes was
determined by us to be part of the R. etli NifA-RpoN regulon.
This result confirmed that the expression of genes for symbi-
osis is different in B. japonicum and R. etli.

Conclusion. One of the purposes of this study was to develop
and evaluate a relatively low-cost whole-genome DNA mi-
croarray system for R. etli. Here, we describe the most com-
plete characterization to date of the NifA-RpoN regulon, the
first regulon in rhizobia described using transcriptomic profil-
ing, proteome analysis, and bioinformatics. We show that there
are 67 members of the stringent set in the R. etli NifA-RpoN
regulon and 78 members in the extended set. Our studies, done
in symbiosis and in free life, revealed 42 new NifA-RpoN-
dependent genes. The R. etli NifA-RpoN regulon contains
components that are also present in other bacterial regulons
described previously, although the majority of the components
described here are present only in the R. etli regulon, which
suggests that there are specific requirements for nitrogen fix-
ation in different bacterial models.

In the past, NifA has been characterized largely as a regu-
lator of nitrogen fixation, a finding which was confirmed in the
present work. More importantly, however, this study demon-
strates that the NifA-RpoN regulon is composed of genes with
very diverse functions. Our results reveal that in addition to
providing adequate conditions for efficient nitrogen fixation,
NifA also plays a fundamental and heretofore less appreciated
role in regulation of the normal physiology of the cell.
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11. RESULTADOS ADICIONALES 

11.1 Artículo: “Systems biology of bacterial nitrogen fixation: high-throughput technology 

and its integrative description with constraint-based modeling” 

En esta sección presentamos el artículo publicado en la revista “BMC Systems Biology”. En 

este se integran los resultados de transcriptomica y proteómica con el análisis in silico 

para la reconstrucción y predicción (caracterización) metabólica de R. etli CFN42 en la 

simbiosis. Mi principal aportación fue en la parte de transcriptomica. 
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Systems biology of bacterial nitrogen fixation:
High-throughput technology and its integrative
description with constraint-based modeling
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Abstract

Background: Bacterial nitrogen fixation is the biological process by which atmospheric nitrogen is uptaken by
bacteroids located in plant root nodules and converted into ammonium through the enzymatic activity of
nitrogenase. In practice, this biological process serves as a natural form of fertilization and its optimization has
significant implications in sustainable agricultural programs. Currently, the advent of high-throughput technology
supplies with valuable data that contribute to understanding the metabolic activity during bacterial nitrogen
fixation. This undertaking is not trivial, and the development of computational methods useful in accomplishing an
integrative, descriptive and predictive framework is a crucial issue to decoding the principles that regulated the
metabolic activity of this biological process.

Results: In this work we present a systems biology description of the metabolic activity in bacterial nitrogen
fixation. This was accomplished by an integrative analysis involving high-throughput data and constraint-based
modeling to characterize the metabolic activity in Rhizobium etli bacteroids located at the root nodules of
Phaseolus vulgaris (bean plant). Proteome and transcriptome technologies led us to identify 415 proteins and 689
up-regulated genes that orchestrate this biological process. Taking into account these data, we: 1) extended the
metabolic reconstruction reported for R. etli; 2) simulated the metabolic activity during symbiotic nitrogen fixation;
and 3) evaluated the in silico results in terms of bacteria phenotype. Notably, constraint-based modeling simulated
nitrogen fixation activity in such a way that 76.83% of the enzymes and 69.48% of the genes were experimentally
justified. Finally, to further assess the predictive scope of the computational model, gene deletion analysis was
carried out on nine metabolic enzymes. Our model concluded that an altered metabolic activity on these enzymes
induced different effects in nitrogen fixation, all of these in qualitative agreement with observations made in R. etli
and other Rhizobiaceas.

Conclusions: In this work we present a genome scale study of the metabolic activity in bacterial nitrogen fixation.
This approach leads us to construct a computational model that serves as a guide for 1) integrating high-
throughput data, 2) describing and predicting metabolic activity, and 3) designing experiments to explore the
genotype-phenotype relationship in bacterial nitrogen fixation.
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Background
Biological nitrogen fixation carried out by Rhizobiaceas
represents nearly 70 percent of the entire nitrogen
transformation required for maintaining life in our bio-
sphere. Simultaneously, nitrogen fixation driven by these
bacteria constitutes an appealing and natural strategy
for developing sustainable agricultural programs due to
its cost-effectiveness in crop improvement and its more
environmentally friendly effects in comparison to those
produced by chemical fertilizers [1]. Based on these fun-
damental and practical issues, the study of bacterial
nitrogen fixation is one active line of research that in
the post-genomic era demands new paradigms capable
of surveying in a systematic fashion the metabolic orga-
nization by which this process occurs in nature.
At a molecular level, symbiotic nitrogen fixation arises

as a consequence of the coordinated action of a variety
of genes, proteins and metabolites that in turn activate
signal transduction cascades and transcriptional factors
inside bacteroids. At the end of the day, the conse-
quences are the activation and repression of certain
metabolic pathways whose end products are required
for counteracting the microenvironmental conditions
prevailing inside nodules [2-4]. The advent of high-
throughput technologies has fostered the genome scale
analysis for bacterial nitrogen fixation, and the output
data constitute valuable material in deciphering their
metabolic organization at different biological layers
[5,6]. Although some significant results have been
achieved in interpreting the high-throughput data, their
overwhelming numbers and heterogeneous composition
represent a challenge for inferring biological knowledge
in a coherent and systematic fashion. This challenge is,
indeed, a central issue in systems biology, and its solu-
tion demands integrative efforts among genome scale
data, physiological knowledge and computational model-
ing [7-11].
With the purpose of contributing to this integrative

challenge, in this paper we present a systems biology
description in bacterial nitrogen fixation. In particular, it
integrates high-throughput technology and flux balance
analysis in order to explore the metabolic activity of
Rhizobium etli bacteroids while they fix nitrogen in
symbiotic association with Phaseolus vulgaris (common
bean plant) [11]. To survey the bacterial phenotype and
sketch the genetic and metabolic profile during nitrogen
fixation, transcriptome and proteome technologies were
carried out for R. etli bacteroids selected at 18 days after
inoculation with root plants of P. vulgaris (see details in
experimental procedure and methods). We selected this
interval of time based on experimental knowledge that
has indicated it as an average for maximum enzymatic
activity of nitrogenase in R etli bacteroids. To identify

those genes with a significant role in nitrogen fixation,
we accomplished a comparative analysis between the
gene expression profile at the nitrogen fixation stage
and under free-living conditions in R etli, this last con-
dition mainly defined by succinate and ammonia as car-
bon and nitrogen sources, respectively (see methods).
Simultaneously, the protein profile inside bacteroids was
obtained, also at 18 days after plant inoculation. A set of
genes with significant participation in bacterial nitrogen
fixation was defined by combining those genes differen-
tially expressed in the two physiological conditions–free
life and nitrogen fixation– and those codifying for the
proteins detected inside bacteroids. This same set of
genes served as our benchmark for extending the meta-
bolic reconstruction for R. etli metabolism (iOR363) and
evaluating the consistency of the metabolic capacities
inferred by the in silico analysis [8]. To assess the pre-
dictive scope of the model, we qualitatively compared
the metabolic activity predicted by constraint-based
modeling against that which was deduced from the
high-throughput data obtained for R etli. Overall, our
study represents a significant effort toward the recon-
struction of a systems biology platform for studying
metabolic activity in bacterial nitrogen fixation. It is
characterized by its capacity to integrate and describe
high-throughput data and predict the metabolic
mechanism underlying bacterial nitrogen fixation.

Results
High-throughput technology to guide the Metabolic
Reconstruction
To characterize the gene expression during nitrogen
fixation in R.etli, we compared each gene’s activity in
the free-living condition and in bacteroids driving nitro-
gen fixation selected at 18 days after inoculation with P.
vulgaris. Data from microarray experiments were stored
at the data depository GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/) with access numbers GPL10081 for R. etli
platform and GSE21638 for free life and symbiosis data.
Even though a variety of sophisticated regulatory
mechanisms may occur at diverse levels of biological
organization [12], we have assumed that those genes
with a significant over-expression indicate functional
mechanisms for accomplishing nitrogen fixation. Under
this criteria, we identified 689 genes (approximately 11%
of the R. etli genome) whose transcriptional activity sig-
nificantly increases during the biological process. To
survey the role that these genes have in supporting
nitrogen fixation, we classified them in accordance to
the functional categories defined for Rhizobiaceas
[13,14], see panel (A) in Figure 1 and Additional File 1.
As expected, the majority of the nif and fix genes in
bacteroids and other genes required for translation
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initiation, elongation, and termination were up-regulated
inside nodules. Furthermore, our data suggest that the
expression of genes forming part of translation initia-
tion, elongation and termination machinery was not
absent although it was significantly reduced in the
nodule bacteria, a common observation reported in Bra-
dyrhizobium japonicum, Sinorhizobium meliloti and
Mesorhizobium loti bacteroids [15-17]. In accordance
with the induction of cell-division inhibitor protein
minD, a significant number of housekeeping genes
down-regulate their expression at nitrogen fixation

stages, and from microarray data we concluded that a
slower rate of general metabolism, see Additional File 1.
To give a broader view of the biological activity inside

the bacteroid, proteome analysis was conducted for R.
etli bacteroids similarly recollected from nodules
selected at 18 days after inoculation in root plants of P.
vulgaris [18], see experimental procedure and methods.
In total, proteome studies led us to identify and charac-
terize 415 spot proteins in the bacteroids that suggested
the expression of 293 genes during nitrogen fixation, see
Figure 1 (B) and Additional File 2.

Figure 1 Schematical view of data from high-throughput technology and constraint-based modeling. (A) Functional distribution of up
regulated genes in bacteroids. (B) Functional categories of proteome data. (C) Number of up regulated genes and proteins-coding genes
identified by transcriptomics and proteomics. Overlapping region represents the number of genes that were identified by both technologies. (D)
Topological properties of the metabolic reconstruction for R.etli (iOR450). At the top from left to right: stoichiometric matrix and connectivity
distribution (in log-log scale). At the bottom, metabolic pairs and its corresponding number of shared reactions (in log-log scale). (E) Figure in
left side depicts the number of enzymes (genes) that were: 1) identified in silico but nor experimentally,(blue); 2) detected by both
experimentally and in silico (green); and 3) experimentally detected but not observed in silico (red) along the 22 pathways listed in (F). Blue
regions in right pies represent the overall percentage of genes and enzymes that simultaneously appear in silico and in high-throughput data.
(F) A set of 22 metabolic pathways were used to assess the agreement between in silico and experimental results. Figure at left shows the
activity of gluconeogenesis that emerged from the Flux Balance Analysis (FBA).
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Both technologies–transcriptome and proteome–con-
tributed to supply a broader biological landscape regard-
ing bacterial nitrogen fixation. However, it is necessary
to be aware of some differences in the experimental
design underlying both technologies in order to inte-
grate and interpret this data in a coherent fashion.
While microarray technology resulted from a compara-
tive analysis of two physiological conditions (free life
and nitrogen fixation stages), proteome data identified
the most abundant proteins present exclusively during
nitrogen fixation stages. As Figure 1 (C) and Additional
File 3 show, a scarce overlapping between the genes
identified by both data sets is observed due to the
experimental distinctness inherent in each technology.
Thus, in order to identify those genes and enzymes with
a relevant role in bacteroid metabolism and, in turn,
form a set of genes that serve as a benchmark for compu-
tational assessment, we followed an integrative, rather
than, selective strategy. Taking into account both sources
of data, we hypothesized that up-regulated genes identi-
fied by microarray data and those genes that codify for
the identified proteins potentially reveal those genes with
a major role in nitrogen fixation. Under this assumption,
both technologies led us to integrate a total of 948 genes
that have a role in supporting bacterial nitrogen fixation,
see Figure 1 and Additional File 1 and 2.
Functional classification of this set of genes ranged

from enzymes participating in central metabolism and
amino acid production to those maintaining specific
pathways of nitrogen fixation such as glycogen and
poly-b-hydroxybutyrate (PHB) biosynthesis. In addition,
we identified enzymes participating in catabolism and
anabolism of amino acids, chemotaxis, ribosome compo-
sition, RNA polymerase, DNA replication, nucleotide
repairs, secretion systems and fatty acids metabolism.
Moreover, a significant number of proteins participating
as transporters reflects the intense metabolic crosstalk
between plant and bacteroid; for instance, proteins par-
ticipating in transport of small molecules, such as car-
bon, hydrogen, phosphate and sugar, fall under this
classification, see panels (A) and (B) in Figure 1. We
also identified proteins participating in the regulatory
mechanism in nitrogen fixation, two components sys-
tems, transport and cell surface structure, energy trans-
fer, cellular protection, and the transport and synthesis
of polysaccharides. An extended discussion of the func-
tional analysis that emerged from both technologies and
its implication at a metabolic level can be reviewed in
the Additional File 4.

Expanding Rhizobium etli metabolic reconstruction and
selecting pathways for its experimental assessment
The data generated by high-throughput technology con-
stitutes a cornerstone in moving toward a descriptive

analysis of nitrogen fixation. Despite the fact that this
top-down scheme represents a valuable contribution to
monitoring cell activity at a genome scale, complemen-
tary descriptions are required to integrate these data
and survey how genetic perturbations affect nitrogen
fixation in a systematic and quantitative fashion (bot-
tom-up scheme). Among these quantitative schemes,
constraint-based modeling is an appropriate formalism
for exploring the cellular metabolic activity and guiding
experiments to improve cellular behavior in a rational,
coherent and optimal fashion [7,8,19,20]. In order to
construct a bottom-up scheme for bacterial nitrogen
fixation, our strategy consisted of three steps: 1) meta-
bolic reconstruction for R. etli; 2) in silico modeling of
nitrogen fixation, and 3) a cyclic assessment of compu-
tational predictions and experimental results.
In terms of metabolic reconstruction, proteome and

transcriptome data were used to elaborate on the pre-
vious report for R. etli [8], thereby making some meta-
bolic improvements and including new metabolic
pathways absent in the previous version. To visually
identify these metabolic reactions, we proceeded to
represent the set of genes identified by high-throughput
data and those from iOR363 reconstruction into each
metabolic pathways defined in KEGG database. A com-
parative analysis among each pathway led us to visualize
and highlight their differences. Consistent with the pre-
vious metabolic reconstruction, certain reactions were
identified in the experimental set of data, while others
led us to postulate the activity of new metabolic path-
ways that were absent in the previous reconstruction
[8]. Specifically, high-throughput data strongly indicated
the biological activity of fatty acid metabolism, and we
therefore included this pathway in the metabolic recon-
struction, see supplementary material. Overall, a set of
405 reactions and 450 genes made up the new metabolic
reconstruction for R. etli (i0R450) with which in silico
simulations and analysis were carried out. Topological
properties that emerged from the updated metabolic
reconstruction are shown in Figure 1 (D).
To evaluate the concordance between the metabolic

activity predicted in silico and that interpreted from
high-throughput technology, we selected 22 KEGG
metabolic pathways [21] that had the highest number of
genes experimentally detected by high-throughput data
see Figure 1 (F). According to the KEGG database, these
22 metabolic pathways contain 311 genes for R. etli of
which 76.7% were included in the metabolic reconstruc-
tion iOR450. This set of genes and their corresponding
enzymes constituted the central core for evaluating the
coherence between in silico predictions and high-
throughput data interpretations. Even though in silico
assessment relies on the activity of 22 metabolic path-
ways, in silico analysis of nitrogen fixation took into
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account all the reactions included in the metabolic
reconstruction. This latter procedure will be valuable
especially for exploring and predicting the metabolic
role that additional pathways have on nitrogen fixation.

Constraint-based modeling: evaluating the descriptive
and predictive capacities of the metabolic reconstruction
Constraint-based modeling is useful for predicting the
metabolic phenotype in microorganisms surviving in
specific environmental conditions and/or subject to
genetic perturbations [7,22]. With the purpose of evalu-
ating the phenotype capacities of the metabolic recon-
struction, flux balance analysis (FBA) was carried out
for R. etli by imposing physical and chemical constraints
to each metabolic reaction and using an objective func-
tion that mimics symbiotic nitrogen fixation [8], see
method section. As a result of this analysis, a set of
enzymes and genes with a significant role in nitrogen
fixation was identified in silico as those that underlie the
metabolic fluxes obtained from FBA. To quantify the
agreement of experimental and computational interpre-
tations, we defined a consistency coefficient representing
the fraction of genes (hGenes) or enzymes (hEnzymes) pre-
dicted active by FBA and detected by high-throughput
technology, see methods section. This parameter ranges
from 0 to 1, with 1 representing the highest and 0 the
lowest consistency between the genes (or enzymes)
detected from high-throughput technology and pre-
dicted in silico. To evaluate the numerical value of these
parameters and estimate the coherence between model-
ing outputs and high-throughput data during nitrogen
fixation, an early metabolic simulation on iOR450 was
carried out using the objective function originally sug-
gested in a previous work, ZFix [8], i.e.

ZFix = glycogen[c] + lys[c] + phb[c]+

+ala[e] + asp[c] + nh4[c]

where glycogen, lysine, poly-hydroxybutyrate, alanine,
aspartate and ammonium are denoted as glycogen[c], lys
[c], phb[c], ala[e], asp[e] and nh4[e], respectively. All
these metabolites are required to support an effective
symbiotic nitrogen fixation [8], and their spatial location
is indicated by [c] and [e] for cytoplasm and external
compound. As a result of this simulation, we obtained a
consistency coefficient of hGenes = 0.6835 for genes and
hEnzymes = 0.702 for enzymes. Notably, this numerical
value implied that 68.35% of the genes and 70.2% of the
enzymes predicted in silico were consistently identified
by high-throughput technology. To evaluate the statisti-
cal significance of this correlation, a hypergeometric test
was applied in each case. In terms of enzymes, the coef-
ficient reflected that of 74 enzymes predicted in silico,
52 were identified by high-throughput data. Meanwhile,

the gene consistency coefficient indicated that of 237
expressed genes, 162 were identified experimentally. In
both cases we concluded that these correlations were
statistically significant: p-value = 8.59 × 10-35 and p-
value = 4.9 × 10-64 for genes and enzymes, respectively.

Improving predictability capacity of constraint-based
modeling
These results encouraged us to proceed with an analysis
of the in silico metabolic phenotype during nitrogen
fixation, yet some improvements are desirable for ensur-
ing a model with coherent interpretations and accurate
predictions. To raise the qualitative agreement between
top-down (high-throughput data) and bottom-up (in
silico modeling) schemes, we therefore explored the pos-
sibility of finding an expanded objective function whose
in silico phenotype improves the protein consistency
coefficient h. To avoid this procedure from becoming a
simple computational artifact without a biological foun-
dation, we limited the search to those metabolites
whose significant role in the bacterial nitrogen fixation
were subject to strong experimental evidence. Thus,
guided by a review in the literature, two metabolites
were included in the objective function: L-valine and L-
histidine both with a biologically meaningful role in
nitrogen fixation. Supporting this assumption, mutagen-
esis made on the biosynthesis of branched chain amino
acids, such as L-valine, has been shown to be defective
in the initiation of nodule formation on host legumes
[23]. In addition, we found evidence that L-histidine is a
central compound participating in the mechanisms for
regulating nitrogen fixation [12], and we noted that its
inclusion in the objective function increased the agree-
ment with high-throughput data. We therefore con-
structed a new objective function to mimic metabolic
activity during nitrogen fixation in bacteria, it now inte-
grated by

ZFix = glycogen[c] + his[c] + lys[c] + phb[c]+

+val[c] + ala[e] + asp[c] + nh4[c]

where boldface letters indicate those metabolites that
were added to the previous objective function. Taking
into account this implementation and simulating the
flux distribution through FBA as described above, we
obtained the following results during nitrogen fixation:
hGenes = 0.6948 and hEnzymes = 0.7683, see Figure 1(E).
In terms of enzyme activity this numeric value indicates
that of the 82 metabolic reactions predicted in silico, 63
of them were consistently justified by high-throughput
data (p-val = 3.05 ×10-64). Meanwhile the gene consis-
tency coefficient indicated that of 249 expressed genes,
173 were identified by high-throughput data (p-value =
4.9 ×10-64).
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Given this improvement, a detailed comparison
between computational predictions and high-throughput
data of the 22 metabolic pathways defined in Figure 1
(E) led us to distinguish three possible cases: the pre-
sence of 1) genes (enzymes) that were predicted in silico
but not detected experimentally, 2) genes (enzymes) that
were consistently observed in both schemes, and 3)
genes (enzymes) that were experimentally detected but
not predicted in silico, see Figure 1 (E). As explained in
the methods section, h is related to the fraction of
genes (enzymes) that were consistently observed in both
schemes and constitutes the backbone of our modeling
assessment. However, the biological explanation for the
discrepancies described above (in cases 1 and 3) requires
feedback assessment between modeling and experi-
ments. For instance, these discrepancies could be
reflecting the presence of post-transcriptional and post-
translational regulation during nitrogen fixation and the
design of proper experiments will be fundamental to
discarding or accepting this hypothesis.

Discussion
A coherent description between in silico modeling and
high-throughput data is a primary goal for exploring the
fundamental principles governing metabolism in Rhizo-
biaceas and predicting their phenotype behavior during
nitrogen fixation. In this work we present a systems
biology framework capable of exploring the metabolic
activity of R. etli during nitrogen fixation in symbiosis
with P. vulgaris. In particular, we present a genome
scale model that integrates high-throughput data for
describing, simulating and guiding experiments dealing
with metabolic activity in bacterial nitrogen fixation. An
important issue in constraint-based optimization analy-
sis is the presence of alternate optimal fluxes, in other
words the presence of a set of reactions–or flux distri-
butions–that produce the same quantitative objective
function. As a consequence of these alternate fluxes, the
metabolic output of one pathway can be substituted by
others such that macroscopic phenotype remains con-
stant. Therefore, the distinction of the reactions with
and without a range of variability is essential to guess
the metabolic activity supporting biological phenotype.
Hence, in order to characterize the core metabolic activ-
ity and compare our in silico metabolic interpretations
with those emerged from high-throughput data, we car-
ried out flux variability analysis (FVA) [24]. With the
purpose to identify those reactions that represent the
central core of metabolic activity along the set of alter-
nate solutions, we limited our analysis to those reactions
with a range of variability equivalent to zero. This set
was such that the minimum and maximum flux variabil-
ity for each reaction were equivalent and constituted
our cornerstone for guiding the metabolic activity

during the biological process. As depicted in Figure 2,
the output of this analysis led us to identify some key
reactions participating in some metabolic pathways
required for sustaining bacterial nitrogen fixation. FVA
was carried out with COBRA Toolbox [25]. As a conse-
quence of this study, some concluding remarks immedi-
ately follow.

Citric acid cycle
Constraint-based modeling suggested that the TCA
cycle is activated during nitrogen fixation by dicarboxy-
lates which constitute the main carbon source in bacter-
oids [26], see Additional File 5 panel (B) in
supplementary material. Consistent with this finding,
eight proteins participating in the TCA cycle were
detected in the R. etli bacteroid by proteome technology
(FumC, FumB, LpdAch, SucB, SucA, SucC, Mdh and
AcnA). To further assess this agreement, we applied
gene deletion analysis to explore to what extend the
deletion of some enzymes can qualitatively influence the
activity of bacterial nitrogen fixation and if the predicted
behavior is biologically coherent with knowledge
reported in Rhizobiaceas, see method section. Thus, in
silico gene deletion analysis accomplished on the meta-
bolic reconstruction leads us to conclude that the aconi-
tase hydratase (AcnA) mutant in R. etli is not lethal in
nitrogen fixation. Despite the fact that this result has
not been experimentally proven in R. etli, it has been
validated in other Rhizobiaceas [27]. Furthermore,
although isocitrate dehydrogenase (Icd) was not detected
by high-throughput technology, in silico icd mutants in
R. etli suggest a reduced phenotype on nitrogen fixation.
This result is qualitatively in agreement with the fact
that icd mutants on S. meliloti are symbiotically ineffec-
tive [28]. Similarly, constraint-based modeling concludes
that a reduction of enzymatic activity in pyruvate dehy-
drogenase (PDH) induces a significant reduction in sym-
biotic nitrogen fixation but does not impair it as occurs
in the case of S. meliloti bacteroids [29], see Figure 3
(B). This finding suggests that the role of PDH in the
production of acetyl-coenzyme A can be replaced by
alternative pathways in R. etli bacteroids [5]. The experi-
mental assessment of this hypothesis for R. etli metabo-
lisms is a central issue to explore in the future.

Glycolysis, gluconeogenesis and pentose phosphate
pathways
A common metabolic trait for some Rhizobiaceas is the
intense activity of gluconeogenesis pathway [3]. In
agreement with this finding, a significant number of glu-
coneogenic and glycolytic enzymes were identified by
high-throughput technology, and constraint-based mod-
eling consistently concluded that gluconeogenesis path-
way was actively participating in nitrogen fixation.
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Multiple isoforms of PEP carboxykinase (pckA) were
detected by proteome technology, see Additional File 2,
mirroring their pivotal role in nitrogen fixation and bac-
teroid differentiation. Thus, R. etli CE3 pckA mutant
produces few nodules into which the infection threads
do not appear to penetrate [30]. In qualitative agree-
ment with this report, in silico mutation suggests that
pckA is an essential gene for accomplishing nitrogen
fixation in R. etli, see Figure 3.
In addition, 6-phosphogluconolactonase (pgl), glucose

6-phosphate dehydrogenase (Zwf1), its chromosomal
homolog (designated by zwf2) and one transaldolase
(Tal) were detected by proteome, supplying evidence
that pentose phosphate pathways can be actively partici-
pating in nitrogen fixation. Consistent with this finding,
in fast-growing Rhizobiaceas, there is evidence that pen-
tose phosphate and Entner-Doudoroff pathways work in
coordinate action as the probable major routes for the
metabolism of sugars [31].
As mentioned before, some glycolytic genes were

identified by high-throughput data: two triosephosphate
isomerases (TpiAch and TpiAf), one glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (Gap), one pyruvate kinase II
(PykA), one 2-phosphoglycerate dehydratase (enolase),
phosphoglycerate mutase (pgm), and the bisphosphate
aldolase (fbaB), see Additional File 1 and 2. Further-
more, there is experimental evidence that the genetic
silence of fbaB in R. etli causes the development of
sparse, empty nodules on root beans [30]. Consistent
with this fact, computational gene deletion analysis car-
ried out with this gene confirms that fbaB has a crucial
role in supporting the metabolism of bacterial nitrogen
fixation [30], see Figure 3(B). Even though these findings
were not enough to postulate an active glycolytic cycle,
they may suggest the metabolism of sugar intermediates
via other pathways. For example, the presence of a spe-
cific transporter for glycerol-3-phosphate (ugpAch1,
induced 3.88-fold by microarray analysis) indicates that
this may be an important source for generating glycoly-
tic intermediates. Similarly, the expression of 6-phos-
phogluconate dehydrogenase (Gnd) suggests the
presence of an active pentose pathway, which is another
potential channel for the metabolism of glycolytic
intermediates.

Myo-inositol catabolic pathway
Myo-inositol is one of the most abundant compounds in
the soybean nodule, and accordingly, high-throughput
technology successfully detected the presence of myo-
inositol 2-dehydrogenase proteins (IdhA and IolB)
encoding a myo-inositol protein in catabolism [32]. In

Figure 2 Flux Variability Analysis (FVA). In panel (A) we depict
the numerical participation of reactions with null variability along
seven metabolic pathways included in the metabolic reconstruction.
Reactions with null variability were defined as those whose upper
and lower limit are equivalent. A fraction of reactions belonging to
this classification are shown in (B). The set of reactions obtained by
FVA are shown in (C). Here we have used the following
abbreviations: PGM (phosphoglucomutase), FBA (fructose-
bisphosphate aldolase), TPI (triose-phosphate isomerase), RPI (ribose-
5-phosphate isomerase), PUNP1 (purine-nucleoside phosphorylase
(Adenosine)), PUNP2 (purine-nucleoside phosphorylase
(Deoxyadenosine)), PPCK(phosphoenolpyruvate carboxykinase), PHPB
(acetoacetyl-CoA reductase), PHBS (PHB synthase), PGMT
(phosphoglucomutase), PGI (glucose-6-phosphate isomerase), PDH
(pyruvate dehydrogenase), PC (pyruvate carboxylase), NP1_r
(nucleotide phosphatase), INSCR (inositol catabolic reactions
(lumped)), INS2D (inositol 2-dehydrogenase), GUAPRTr (guanine
phosphoribosyltransferase), GLGC (glucose-1-phosphate
adenylyltransferase), GLCS1 (glycogen synthase (ADPGlc)), GAPD
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), G6PDH2(glucose 6-
phosphate dehydrogenase), FBP (fructose-bisphosphatase), ENO
(enolase), EDD (6-phosphogluconate dehydratase), EDA (2-dehydro-
3-deoxy-phosphogluconate aldolase), CS (citrate synthase), ACONTa
(aconitase (half-reaction A, Citrate hydro-lyase)), ACONTb (aconitase
(half-reaction B, Isocitrate hydro-lyase)), NIT (nitrogenase), NH3t
(ammonia reversible transport), NH3e (Ammonium dissociation,
extracellular), N2tr (Nitrogen exchange, diffusion) and MMSAD3
(methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase (malonic
semialdehyde)).

Resendis-Antonio et al. BMC Systems Biology 2011, 5:120
http://www.biomedcentral.com/1752-0509/5/120

Page 7 of 15



agreement with this fact, computational analysis of the
metabolism in R. etli suggests that a decrease of myo-
inositol inside the nodule can reduce its capacity to fix
nitrogen, see Figure 3(B). This result supports the
hypothesis that the presence of myo-inositol in the
nodule is essential for growth and maturation of the
bacteroid and its metabolic inhibition can lead to both a
nonfunctional bacteroid and the reduction of nitrogen-
fixation activity [32].

Poly-b-hydroxybutyrate and glycogen accumulation
While most of the bacteroid carbon supplied by the
plant is channeled into energy production to fuel nitro-
gen reduction, in certain types of nodules some carbon

is diverted by the bacteroids into the production of
intracellular storage polymers composed of either glyco-
gen or poly-b-hydroxybutyrate (PHB). Our simulations
produced PHB, and consistent with our predictions,
high-throughput analysis led us to identify the presence
of three components related to its metabolic pathway:
the polymerase PhbC (poly-beta hydroxybutyrate poly-
merase protein), a putative polyhydroxybutyrate depoly-
merase protein (detected by transcriptoma, see
Additional File 1) and the acetyl-CoA acetyltransferase
(beta-ketothiolase, phbAch) detected by proteome. Other
reports confirm that metabolic fluxes in PHB and glyco-
gen pathways are such that inhibition of one results in
accumulation of the other, a property that was

Figure 3 In silico assessment of gene knockout and phenotype variations on bacterial nitrogen fixation. Panel (A) summarizes the
benchmarks used to evaluate the in silico description of nitrogen fixation. Black and blue letter in first column indicates the silenced enzyme its
corresponding metabolic pathway respectively. Second column indicates the technology by which the enzymes were identified in this study. Third
column indicates the Rhizobiacea used to compare in silico prediction. Forth and fifth columns represent the computational phenotype and the
reference supporting the computational result. Sign (+), ( = ) and (-) respectively denotes an increment, invariance and decrement in nitrogen fixation
when mutation were accomplished. The in silico phenotype effect carried out by aconitase hydratase (ACONTa), isocitrate dehydrogenase (ICDHx),
pyruvate dehydrogenase (PDH), phosphoenolpyruvate carboxykinase (PPCK), biphosphate aldolase (FBA), nitrogenase (NIT) and CTP-synthase (CTPS2) are
summarized in left side of panel B. The robustness analysis accomplished for inositol catabolic reaction (INSCT) is shown in panel B.
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consistently observed by in silico modeling [8,33,34].
The precise role of PHB and glycogen during infection,
nodulation, and nitrogen fixation and the factors that
induce their accumulation are not yet determined.
Future experiments dealing with these pathways are
necessary to elucidate their role in bacterial nitrogen
fixation.

Nitrogen Fixation
To ensure the proper production of the ammonium
required to establish an optimal bacterial-plant symbio-
sis, constraint-based modeling concludes that central
genes involved in nitrogen fixation (nif and fix genes)
are required for an optimal activity. Consistent with this
fact, NifH, NifD and NifK were identified in proteome
data and detected up-regulated in transcriptome analy-
sis. In addition, an up-regulated gene expression was
observed for nifE (nitrogenase reductase iron-molibde-
num cofactor synthesis truncated protein), nifN (nitro-
genase reductase iron-molibdenum cofactor synthesis
protein), nifX (iron-molibdenum cofactor processing
protein) and nifB (FeMo cofactor biosynthesis).
In R. etli, the iscN gene (Fe-S cofactor nitrogenase

synthesis protein) is co-transcribed with nifU and nifS,
and in conjunction, these genes were significantly up-
regulated in bacteroids in comparison to bacteria under
free-life condition (10.82, 3.92 and 1.99-fold, respec-
tively). Furthermore, the iscN mutant in R. etli showed a
significant reduction in nitrogen fixation [35]. Consis-
tent with this report, in silico gene deletion analysis of
those genes codifying for nitrogenase mostly reduces
nitrogen fixation, see Figure 3.

Amino acid metabolism and transport
A previous report suggests that Rhizobiaceas require the
availability of 20 amino acids to establish an effective
symbiosis with legumes [36]. Some amino acids are
synthesized by Rhizobiaceas whereas the remaining are
supplied by the host plant, a condition that appears to
be plant-type specific. High-throughput analysis led us
to identify certain proteins required for the synthesis of
arginine, tyrosine, tryptophan, phenylalanine and lysine,
the latter participating in the objective function defined
in constraint-based modeling. On the other side, from
the ABC-transporter proteins founded in nodule bac-
teria, thirteen were involved in amino acid transport, it
strongly suggests that the uptake of amino acid is of
particular importance in nitrogen fixation. The general
amino acid ABC-transporter protein for AapJ (substrate
binding protein) was detected by proteome analysis: the
aapJ gene is part of the aapJQMP operon that exists in
many Rhizobiaceas and has been described in detail in
R. leguminosarum [37]. BraC1 and braC2, of the
branched-chain amino acid ABC transporter, were

detected in bacteroid by proteome and transcriptome
technologies (2.85 fold). In R. leguminosarum braDEFG
is required for alanine, histidine, leucine and arginine
uptake [38] (two of which form part of the objective
function associated with the metabolism of nitrogen
fixation in our in silico model). Alternately, in R. legumi-
nosarum, braC mutants are effective in alanine uptake
(but are lacking in the uptake of the other three amino
acids) [38]. Phenotype behavior for braC mutants has
not been studied in R. etli, but there is evidence that
braD and braH mutants were found to be deficient in
glutamine uptake and respiration but proficient in nodu-
lation and nitrogen fixation [30].

Nucleotides metabolism
Purine and pyrimidine pathways are important during
the nodulation processes given that most purine or
pyrimidine auxotrophs in Rhizobiaceas are ineffective
in symbiotic nitrogen fixation because they elicit
pseudo-nodules devoid of infection threads [39]. Thus,
for instance, the purB and purH gened in Mesorhizo-
biumi loti are involved in infection thread formation
and nodule development in Lotus japonicus [40]. In
addition, purB and purH mutants exhibited purine
auxotrophy and nodulation deficiency in L. japonicus
[40]. As Figure 2(A) and Additional File 5 panel (C)
shows in the supplementary material, constraint-based
modeling concludes that some enzymes in purine and
pyrimidine pathways are actively participating in reach-
ing an optimal symbiotic nitrogen fixation. Supporting
this finding, several key enzymes were identified in
bacteroids by proteome technology. Among them, we
identified: phosphoribosylamine-glycine ligase protein
(PurD), adenylosuccinate lyase protein (PurB), phos-
phoribosylformylglycinamidine synthetase protein
(PurL), adenylosuccinate synthetase protein (PurA),
IMP cyclohydrolase/phospho-ribosylaminoimidazole-
carboxami-deformyltransferase protein (PurH), adeny-
late kinase (ATP-AMP transphosphorylase, Adk) and
nucleoside-diphosphate-kinase protein (Ndk).
In the presence of adenine, only the purH mutant

induced nodule formation, and the purB mutant pro-
duced few infection threads, suggesting that 5-aminoi-
midazole-4-carboxamide ribonucleotide biosynthesis
catalyzed by PurB is required for the establishment of
symbiosis. In addition, purL mutants in S. fredii HH103
strain does not grow in minimal medium unless the cul-
ture is supplemented with thiamin and adenine or an
intermediate of purine biosynthesis [41]. Furthermore,
gene expression of purC1, phosphoribosylaminoimida-
zole-succinocarboxamide (SAICAR) synthetase protein,
purUch (formyltetrahydrofolate deformylase protein),
gmk2 (guanylate kinase (GMP kinase protein) and pyrE
(orotate phosphoribosyltransferase protein) were up-
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regulated inside bacteroids between 2.3 to 6.35 fold. In
S. meliloti, nodule development in the case of pyrE/pyrF
mutants did not reach the extent observed in the paren-
tal strain. These results suggest that some of the inter-
mediates and/or enzymes of the pyrimidine biosynthetic
pathway play a key role in bacteroid transformation and
nodule development [42], information that should be
taken into account for constructing an improved objec-
tive function and ensuring a proper computational
description in future analysis.

Fatty acids metabolisms
According to high-throughput data, metabolism of fatty
acid can play a significant role in bacterial nitrogen fixa-
tion, this being in contrast to the drastic reduction of
lipid biosynthesis observed in B. japonicum [43]. Thus, a
variety of fab genes and proteins participating in fatty
acid biosynthesis were detected by both methodologies
(proteome and transcriptome). For instance, we detected
by proteome the MccB subunit of methylcrotonyl-CoA
carboxylase protein, acyl-CoA thiolase protein (FadA),
enoyl-CoA hydratase protein (FadB1), enoyl-[acyl-car-
rier-protein] reductase (NADH) protein (FabI2) and S-
malonyltransferase protein (FadD); and by transcriptome
fadB2 was induced 3.09-fold. As these findings suggest,
fatty acid metabolism could play an important role in
bacteroid metabolism given that it can supply a variety
of precursors such as components of the rhizobial mem-
brane, lipopolysaccharides and coenzymes required in
signal transduction. As opposed to the process in other
Rhizobiaceas where fatty acids can be supplied by the
host plant [43], we supply experimental evidence that
bacteroids of R. etli synthesize and metabolize their fatty
acids. The assessment of this hypothesis and the biologi-
cal implications on bacterial nitrogen fixation constitute
an avenue to experimentally verify in the future.

Conclusions
In this study we present a systemic metabolic descrip-
tion of bacterial nitrogen fixation carried out by R. etli
in symbiosis with P. vulgaris, at present the most com-
plete study made in Rhizobiaceas. Collectively, high-
throughput data suggest the following significant clues:
1) R. etli bacteroids are capable of synthesizing several
amino acids through integrated carbon and nitrogen
metabolisms. In addition, we observe the participation
of some minor metabolic pathways such as myo-inosi-
tol catabolic pathway, degradation and synthesis of
poly-b-hydroxybutyrate and glycogen. 2) Gene expres-
sion in bacteroids suggests the presence of a specia-
lized transport system for sugars, proteins and ions. 3)
An antioxidant defense mechanism based on peroxire-
doxine, regulated by nifA, prevails during nitrogen

fixation, as opposed to in free-living condition, where
the mechanism is rooted in catalases [44]. 4) R. etli
over-expresses genes and enzymes required in fatty
acid and nucleic acid metabolism, contrary to other
studies in bacteroids. Finally, 5) this study contributes
a computational model that serves as a useful frame-
work for integrating data, designing experiments and
predicting the phenotype during bacterial nitrogen
fixation, see Figure 3.
This systemic and integrative approach constitutes a

valuable effort toward a systems biology description of
the metabolism in bacterial nitrogen fixation; however,
to increase our understanding and predictive accuracy
some issues should be addressed in the future. Thus,
particular attention should be directed toward those
enzymes that were predicted metabolically active in
silico but were not detected experimentally, and conver-
sely, those enzymes that were detected experimentally
but not in silico, see Figure 1(E). We expect that the
study of these differences will be fundamental in postu-
lating, verifying and uncovering mechanisms of regula-
tion, while simultaneously confirming or improving
hypotheses derived through in silico predictions.
Notably, even though the simulations have been car-

ried out without a detailed numerical description of the
coefficients ci in the objective function–see methods
section–we have shown that the in silico model is cap-
able of qualitatively predicting the activity of classic
metabolic pathways and successfully describing some
phenotype behavior in bacterial nitrogen fixation. Even
though this represents a significant advance toward a
systems biology description of bacterial nitrogen fixa-
tion, some improvements should be addressed in future.
For instance, additional metabolites with a biological
role in nitrogen fixation should be considered in order
to obtain a more proper objective function that contri-
butes to uncovering the role that less known metabolic
pathways, such as nucleotides and fatty acid metabo-
lisms, have on this biological process. As described here,
these improvements will be guided by high-throughput
data and the cyclic crosstalk between model and theory,
a needed step in integrating, interpreting and generating
biological hypotheses in a more accurate fashion.
Overall our study contributes to establishing the bases

toward a systems biology platform capable of integrating
high-throughput technology and computational simula-
tion of bacterial nitrogen fixation. In particular, we envi-
sion that this metabolic reconstruction for R. etli
(iOR450) will contribute to the rational design of opti-
mal experiments that help us understand biological
principles and identify those molecular mechanisms in
order to improve this biological process, all this from a
systems biology perspective.
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Methods
Bacterial strains, growth conditions
The bacterial strain used was R. etli CFN42 wild type
[11]. Culture media and growth conditions for R. etli,
and plant experiments were accomplished as previously
described in reference [45].

Plant experiments
Three-day-old Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa
seedlings were inoculated with R. etli CFN42 strains as
previously described by Peralta et al. [46]. After 18 days
post-inoculation (dpi), nodules were picked out from
the roots, immediately frozen in liquid nitrogen and
stored at -70°C until further use. Bacteria were isolated
from nodules and their identities verified by their anti-
biotic resistances.

RNA isolation and microarray hybridization
Microarray experiments were carried out using three
independently isolated RNA preparations from indepen-
dent cultures and set of plants. Approximately 3 g of
nodules were immersed in liquid nitrogen and macer-
ated. Total RNA was isolated by acid hot-phenol extrac-
tion as described previously by de Vries et al [47]. For
microaerobic free-living conditions, 50 ml of bacterial
cell cultures were collected and total RNA isolated using
a RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). RNA
concentration was determined by measuring the absor-
bance at 260 nm. The integrity of RNA was determined
by running samples on a 1.3% agarose gel. 10 μg of
RNA was differentially labeled with Cy3-dCTP and Cy5-
dCTP using a CyScribe First-Strand cDNA labeling kit
(Amersham Biosciences). Pairs of Cy3- and Cy5-labeled
cDNA samples were mixed and hybridized to a Rhizo-
bium_etli_CFN42_6051_v1.0 DNA microarray as
described by Hegde et al. [48,49]. After washing, the
arrays were scanned using a pixel size of 10 μm with a
Scan Array Lite microarray scanner (Perkin-Elmer, Bos-
ton, MA). Three biological replicates with one dye swap
were performed. We used real-time quantitative PCR to
provide an independent analysis of gene expression for
selected genes. Primer sequences and additional experi-
mental protocols are reported in the supplementary
material section.

DNA microarray analysis
Spot detection, mean signals, mean local background
intensities, image segmentation, and signal quantifica-
tion were determined for the microarray images using
the Array-Pro Analyzer 4.0 software (Media Cybernetics,
L.P). Statistical treatment of microarray data was
accomplished with bioconductors software (http://
www.bioconductor.org/). Specifically, microarray

normalization was carried out by applying the maN-
ormMain function in the marray library. MA-plots
before and after normalization are depicted in Addi-
tional File 5. Having normalized the gene expressions
in the three experimental replicates, differentially
expressed genes were identified by the following proce-
dure. First, we calculate the average log-ration for each
gene obtained from the three experimental replicates.
Then, we obtained the standardized z-score of the log-
ratio associated to each gene. The set of genes differ-
entially expressed during nitrogen fixation was selected
as those genes with a z-score higher than 1.65, see
Additional File 5. The complete dataset used in the
transcriptome analysis can be downloaded from GEO
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) with accession num-
bers: GPL10081 for Rhizobium etli platform and
GSE21638 for free-life and symbiosis data.

Verification by RT-PCR
We used real-time quantitative PCR to provide an inde-
pendent assessment of gene expression for selected
genes. The cDNA used for microarrays or freshly pre-
pared cDNA was used as a template for Real-time PCR.
Primer sequences used were as follows: fabI2-
RECH000938f (5’-GTA TTG CCA AGG CCA TTC
AT-3’), fabI2-RECH000938r (5’-CCC ACA GTT TTT
CGA CGT TT-3’) for the fabI2 gene. idhA-
RECH003170f (5’-TTT CTT CAT GAC CCG CTA CA-
3’), idhA-RECH003170r (5’-TTG ATC AGC TTG CCT
TCC TT-3’) for the idhA gene. ppK-RECH001491f (5’-
TCC TGG CAC TGA ACA CTC TG-3’), ppK-
RECH001491r (5’-GAG AAG GAA CTG GAC CAC
CA- 3’) for the ppK gene. hisD-RECH000581f 5’GAT
CTG AAG CAA GCC ATT CC 3’, hisD-RECH000581r
(5’-ACA TAA TCG CCG ATG ACC TC-3’) for the
hisD gene. nifH-REPD00202f (5’-CCT CGG GCA GAA
GAT CCT GA-3’), nifH-REPD00202r (5’-CAT CGC
CGA GCA CGT CAT AG-3’) for the nifH gene. fixA-
REPD00224f (5’-ACA TCA ATG GGC GCG AGA TT-
3’), fixA-REPD00224r (5’-TGT CGA TCT GCT CCG
CCT TT-3’) for the fixA gene. cpxP2-REPD00252f (5’-
TCC GTG CCA TTT CAA AGA CC-3’), cpxP2-
REPD00252f (5’-CCG CCA AAT GAG AAG ATT GC-
3’) for the cpxP2 gene. hisC-RE1SP0000233f (5’- CGA
TGG CGA GAC AGC TAA AT-3’), hisC-
RE1SP0000233r (5’-ATC ATC GCA ACG CTA TCT
CC-3’) for the hisCd gene. Each reaction contained 12.5
μl SYBR green PCR mastermix (Applied Biosystems),
3.5 μl H2O, forward and reverse primers in a volume of
5 μl, and template in a volume of 4 μl. PCR reactions
were run with the ABI Prism 7700 sequence detection
system (Applied Biosystems) using the following steps:
50°C for 2 min, 95°C for 10 min, followed by 40 cycles
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of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. The dissociation
protocol was 95°C for 15 s, 60°C for 20 s, followed by
ramp from 60°C to 95°C for 20 min. The transcript of
the histidinol phosphate aminotransferase protein
(hisCd) was used as an internal (unregulated) reference
for relative quantification. This gene was selected as a
reference because its expression is constitutive in all
tested conditions (free live and symbiosis). Results of
RT-PCR in real time were analyzed using the ΔΔCT
method [49] and the data was presented like relative
expression. All reactions were done by triplicate.

Proteomics experiments
Bacteroids purification, protein extraction and two
dimensional gel electrophoresis were done as pre-
viously described in [44]. Briefly, bacteroids were
purified from root nodules by centrifugation through
self-generated Percoll gradients. Bacteroid proteins
were obtained by sonication at 24 kHz 1 min ON/1
min OFF for 5 cycles at 4°C in a Vibra Cell (Sonics,
USA) in the presence of a protease inhibitor (Com-
plete tablets, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). To further limit proteolysis, protein isola-
tion was performed using phenol extraction. Two
dimensional gel electrophoresis (2D-PAGE), was per-
formed like previously described. Gels were stained
with Coomasie Blue G-250, scanned with PDI image
analysis system, and analyzed with PD-Quest soft-
ware (Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, CA.).
Selected spots from preparative 2-D gels were
excised, digested and the proteins were identified by
PMF MALDI-TOF using a Bruker Daltonics Auto-
flex, following the same methodology mentioned in
[44]. The experiments were performed three times.
Selected spots from Coomassie stained preparative
2-D gels were excised and processing automatically
using the Proteineer SP spot picker and DP digestion
robots (Bruker Daltonics, Billerica MA). Mass spec-
tra were obtained using a Bruker Daltonics Autoflex
(Bruker Daltonics Bellerica, Mass. USA) operated in
the delayed extraction and reflectron mode. Spectra
was externally calibrated using a peptide calibration
standard (Bruker Daltonics 206095). Peak lists of the
tryptic peptide masses were generated using FlexA-
nalysis1.2vSD1Patch2 (Bruker Daltonics). The search
engine MASCOT server 2.0 was used to compare
fingerprints against Rhizobium etli CFN42,
NC_007761.1, pA, NC_007762.1, pB, NC_007763.1,
pC, NC_007764.1, pD, NC_004041.2, pE,
NC_007765.1, pF, NC_007766.1 with the following
parameters: one missed cleavage allowed, carbamido-
methyl cysteine as the fixed modification and oxida-
tion of methionine as the variable modification. We

accepted those proteins with scores greater than 50
and a p < 0.05. Proteome data associated with this
manuscript can be downloaded from http://Proteo-
meCommons.org Tranche using the following hash:
BY/eCcVjwTWN1+m+2ArvJ0QVnesGx5Ekgd4wUOA-

SACfm/ueNl7YI3iLf4xz0lnGsepV5LkpMWOQOrZt-
jYExlNpQkIBcAAAAAAAABjA = =

High-throughput technology and its use for extending
metabolic reconstruction and simulating nitrogen fixation
With the purpose of establishing an integrative
description between modeling and experimental data,
we extended the metabolic reconstruction for R. etli by
including those reactions whose enzyme activity were
supported by high-throughput data. Thus, the fatty
acids metabolism was included in the metabolic recon-
struction, and some metabolic improvements were
made along the network. Additional File 6 enlist the
main abbreviations used along this paper. Additional
File 7 in supplementary material contains a detailed
description of the reactions included in this new meta-
bolic version (iOR450). Overall, the updated metabolic
reconstruction for R.etli consists of 377 metabolites
and 450 genes codifying for enzymes participating in
405 metabolic reactions. The gene-protein reaction
association for the entire metabolic reconstruction,
lower and upper bounds and reversibility information
associated to each reaction are shown in Additional
File 7.

Constraint-based modeling
Metabolic flux distribution supporting nitrogen fixa-
tion in Rhizobium etli was predicted in silico by con-
straint-based modeling [8]. Briefly, simulations were
carried out assuming a steady-state condition for
metabolic fluxes and by constructing a mathematical
function that mimics nitrogen fixation. This objective
function, ZFix, consists of certain key compounds
required for sustaining nitrogen fixation and others
required for mimicking the physiological conditions
prevailing in the boundaries of the nodules. Thus,
objective function was mathematically written as a lin-
ear combination of these metabolites (Xi) and their
contribution to nitrogen fixation was weighted by
coefficients (ci), which for simplicity’s sake were all
selected as a unit. With the purpose of obtaining a
computational profile of metabolic fluxes, we assumed
that the metabolic state of the bacteroid during nitro-
gen fixation is one that optimizes the objective func-
tion, ZFix. This latter issue was solved by taking into
account linear programming and considering that the
fluxes are constrained by their enzymatic and thermo-
dynamic capacities,
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max

[
ZFix =

∑
i=1

ci · Xi

]

such that∑
Si,j · νj = 0 i = 1, 2 . . . m

−αj ≤ νj ≤ βj j = 1, 2 . . . n

where Si,j represents the entries of the stoichiometric
matrix, vj is the metabolic flux of the j-th reaction and
aj and bj account for thermodynamic and enzymatic
constraints, see Additional File 7. Linear programming
was carried out using the Tomlab optimization package
called from COBRA toolbox in Matlab [25].

External metabolites considered for flux balance analysis
In order to explore the phenotype capacities of the bac-
teria metabolism, we included in the reconstruction cer-
tain exchange and sink reactions for limiting our
metabolic modeling and representing the microenviron-
mental conditions in the plant nodules. In general, these
can be classified as one of two categories. Class I includes
those metabolites that can be exchanged between the
bacteroid membrane and the plant environment. Among
them, we included carbon dioxide (CO2), water (H2O),
oxygen (O2), malate (mal-L) and glutamate (glu-L). In
addition, exchange reactions for nitrogen (n2), alanine
(ala-L), aspartate (asp-L), succinate and ammonium
(NH4) were included in the reconstruction for represent-
ing their possible bidirectional exchange from plant to
bacteroids. On the other hand, metabolites in class II
include those that contribute to the defining of internal
frontiers in the bacteroids. Importantly, these sink reac-
tions were included as a representation of metabolites
originating from metabolic processes currently absent in
the metabolic reconstruction. Thus, phosphate (pi), myo-
inositol (inost), L-histidinol phosphate (hisp), palmitoyl-
CoA (pmtcoa), dodecanoyl-CoA (dodecoa), decanoyl-
CoA (decoa), octanoyl-CoA (otcoa) and hydrogen (h) fall
in this classification.

Definition of consistency coefficient
To assess the agreement between in silico predictions and
interpretations suggested by high-throughput data, we
defined a consistency coefficient, hGenes, that quantifies
the fraction of genes that were predicted upregulated in
silico and simultaneously detected or induced by pro-
teome or transcriptome technologies. Simultaneously, we
defined a consistency coefficient that quantifies the frac-
tion of proteins enzymatically active that were predicted
by constraint-base modeling and confirmed by high-
throughput technology, hEnzymes. To proceed with this
evaluation, we denoted Ej

kegg(G
j
kegg) as the set of

enzymes (genes) that form the j-th metabolic pathways in

KEGG database, with j-th ranging from 1 to 22. Similarly,
the set of enzymes (genes) that integrates the i-th meta-
bolic pathway in the reconstruction and the set of
enzymes detected by high-throughput data are denoted
by E j

Rec(G
j
Rec) and E j

HT(G
j
HT), respectively. Finally,

the sets of enzymes and genes obtained from constraint-
based modeling were denoted by E j

iModel and G j
iModel.

More specifically, E j
iModel and G j

iModel sets were defined
as those enzymes and genes participating in the active
fluxes obtained from flux balance analysis. In order to
evaluate and create a proper framework for comparison
between in silico predictions and high-throughput data,
we defined the consistency coefficient as the fraction of
enzymes (genes) that were actively predicted in silico and
were identified by high-throughput technology. This can
be summed up in the following equations:

ηGene =
Gj

iModel

⋂
Gj

HT

Gj
iModel

ηEnzyme =
Ej

iModel

⋂
Ej

HT

Ej
iModel

Both ratios range from zero to one and constitute our
central parameter to assess and quantify the degree of
coherence between constraint-based modeling and
experimental data.

In silico gene deletion analysis
Computational gene deletion analysis was used to quan-
tify the effects that gene silencing has in supporting bac-
terial nitrogen fixation. Thus, once the gene to be
switched off was selected, we identified its gene-protein
reaction association and selected as zero its upper and
lower bound in flux activity. Having made this adjust-
ment, we applied flux balance analysis and obtained the
new resulting objective function. In order to quantify
the participation of this metabolic reaction in bacterial
nitrogen fixation, we calculated the percentage of
reduced activity of the mutated strain in comparison to
the wild type, see Figure 3.

Additional material

Additional file 1: Microarray Data Analysis. This table shows those
genes that were over expressed during bacteroid activity in nitrogen
fixation.

Additional file 2: Proteome Data. By using mass spectrometry, we
identified a set of proteins during bacterial nitrogen fixation for R. etli. In
each row, we named the protein and presented some of the parameter
utilized for concluding the protein identify.

Additional file 3: Intersect between proteome and transcriptome.
Genes that were simultaneously identified by proteome and
transcriptome technologies.
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Additional file 4: This file contains an extended descriptive analysis
deduced from the genes identified by proteome and transcriptome
data.

Additional file 5: (A) MA plot and representation of Metabolic
activity. In this figure we show the MA-plot obtained from microarray
data and a selected representation of the metabolic activity predicted by
FBA in some metabolic pathways: (B) TCA cycle, (C) purine and
pyrimidine metabolism.

Additional file 6: Abbreviations. This file enlists the main abbreviations
used along the paper.

Additional file 7: Metabolic Reconstruction for Rhizobium etli. This
table depicts the gene-protein-reaction association for Rhizobium etli
metabolic reconstruction, iOR450. Overall the reconstruction contains 450
genes codifying for a set of enzymes participating in 405 metabolic
reactions and 377 metabolites.
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11.2. Análisis de la comparación de la vida libre (VL) contra Simbiosis 18 ddi 

La capacidad de medir la expresión de miles de genes hizo de los microarreglos una 

herramienta eficaz para evaluar la transcripción durante la simbiosis y otras condiciones 

de los organismos involucrados en la fijación biológica de nitrógeno. Como previamente 

mencionamos R. etli tiene la capacidad de vivir en vida libre y en simbiosis con P. vulgaris, 

por lo que utilizando el microarreglo diseñado y construido por nuestro grupo 

consideramos relevante evaluar la expresión a nivel transcripcional de R. etli comparando 

estas dos condiciones. Esta parte de la tesis se realizo con la finalidad de ampliar el análisis 

presentado en el artículo No. 2 (Resendis-Antonio et al., 2011), en el cual se presentan los 

datos de los genes mayormente expresados en simbiosis (18 ddi).  

El análisis de los datos de la comparación entre vida libre (6hrs MM) y simbiosis (18 ddi) 

nos aportó la siguiente información: el total de genes expresados en la simbiosis es de 689 

y de vida libre son 385. En B. japonicum un análisis similar muestra que 692 genes fueron 

inducidos en los bacteroides respecto a la aerobiosis (VL), de estos el 54% son controlados 

por RegR.  El experimento se hizo en nódulos de 21 ddi (Lindemann et al., 2007). En R. etli, 

los 689 genes expresados en simbiosis se distribuyen de la siguiente manera: 363 (52.69%) 

están localizados en cromosoma, 21(3.05%) en el plásmido A, 23 (3.34%) en el plásmido B, 

27 (3.92%) en el plásmido C, 91 (13.21%) en el plásmido D, 85 (12.34%) en el plásmido E y 

79 (11.47%) en el plásmido F. En tanto en vida libre: 298 (77.4%) están localizados en el 

cromosoma, 9 (2.34%) en el plásmido A, 8 (2.08%) en el plásmido B, 10 (2.60%) en el 

plásmido C, 10 (2.60%) en el plásmido D, 15 (3.90%) en el plásmido E y 35 (9.09%) en el 

plásmido F.  Lo que estos datos nos indican es que en vida libre la diferencia del 

porcentaje de los genes ubicados en el cromosoma que son diferencialmente expresados 

con respecto a simbiosis es de más del 20% (52% contra el 77%); por el contrario, los 

genes que pertenecen al plásmido D y que se expresan en vida libre sólo son 10, lo que 

representa el 2.6% del total, en tanto en simbiosis se observaron 91 genes expresados que 

pertenecen a este replicón (13.21%), lo que nos sugiere que nuestra estrategia de análisis 

es la indicada (Fig. 4).  



61 
 

 
Figura 4. Comparación en porcentaje de los genes expresados en cada replicón del 
genoma de R. etli, en vida libre (VL, barras rojas) y los genes expresados en simbiosis 
(Sym, barras verdes). Los porcentajes se obtuvieron tomando como el 100% el total de 
cada condición (385 genes VL y 689 genes Sym). 

 
En cuanto a los grupos funcionales (COGS), los que más contrastan en el número de 

elementos que los constituyen en la vida libre (6hrs MM) y simbiosis (18ddi) son: 

Modificación postraduccional,  recambio de proteínas y chaperonas, en vida libre hay 22 

elementos de este grupo (5.71%) en tanto en simbiosis se observan sobre-expresados solo 

8 elementos de este COG, lo que corresponde al 1.16%. Traducción es el COG con el 

porcentaje de elementos con más diferencia entre estas dos condiciones, en donde 40 

elementos son de vida libre (10.39%) y 10 que corresponden a la simbiosis  (1.45%). El 

COG de control del ciclo celular, mitosis y meiosis contiene 8 elementos en vida libre 

(2.08%) por sólo 2 (0.29%) en simbiosis. Por último, el COG que corresponde a tráfico y 

secreción intracelular está constituido por 7 elementos en vida libre y sólo por 3 de 

simbiosis, el 1.82% y el 0.44% respectivamente. De los genes expresados en simbiosis el 

grupo que destaca son los genes que no se encuentran clasificados en COGS (No en 
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COGS), con 16 elementos expresados en la vida libre por 134 en simbiosis, que 

representan el 4.16% y el 19.45% respectivamente. En vida libre el COG-Q (transporte, 

biosíntesis y catabolismo de metabolitos secundarios)  está constituido por 4 elementos y 

por 21 en la simbiosis, el 1.04% y el 3.05% respectivamente. Adicionalmente, el COG de 

motilidad celular tiene un mayor número de elementos en simbiosis con 13 (el 1.89%) 

mientras que sólo 2 (0.52%) están presentes en vida libre. Con este análisis no se observan 

diferencia en el número de elementos que constituyen el COG-C (producción y conversión 

de energía), porque el grupo incluye genes a los genes que participan en la fijación de 

nitrógeno (genes nif) expresados en simbiosis, y en la vida libre se expresan otros como 

los genes atp. En la tabla 2 y en la figuras 5 y 6 se presentan los COG´s arriba descritos, así 

como los números y porcentajes de todos los COG´s. 

Tabla 2. Números totales de elementos en los COGS en vida libre (VL) y simbiosis (Sym), 
así como en porcentaje y relación entre ambas condiciones utilizando logaritmo base 2 
(columna 6).   

 

COG VL Sym VL(%) Sym(%) Rel VL-Sym (Log2)
Amino acid transport and metabolism 35 57 9.09 8.27 0.14

Carbohydrate transport and metabolism 32 76 8.31 11.03 -0.41

Cell cycle control, mitosis and meiosis 8 2 2.08 0.29 2.84

Cell motility 2 13 0.52 1.89 -1.86

Cell wall/membrane biogenesis 23 26 5.97 3.77 0.66

Chromatin structure and dynamics 1 0 0.26 0.00 4.16

Coenzyme transport and metabolism 12 9 3.12 1.31 1.25

Defense mechanisms 6 5 1.56 0.73 1.10

Energy production and conversion 29 49 7.53 7.11 0.08

Function unknown 37 43 9.61 6.24 0.62

General function prediction only 29 47 7.53 6.82 0.14

Inorganic ion transport and metabolism 20 26 5.19 3.77 0.46

Intracellular trafficking and secretion 7 3 1.82 0.44 2.06

Lipid transport and metabolism 13 32 3.38 4.64 -0.46

Not in COGs 16 134 4.16 19.45 -2.23

Nucleotide transport and metabolism 3 9 0.78 1.31 -0.75

Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 22 8 5.71 1.16 2.30

Replication, recombination and repair 11 30 2.86 4.35 -0.61

Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 4 21 1.04 3.05 -1.55

Signal transduction mechanisms 13 31 3.38 4.50 -0.41

Transcription 22 58 5.71 8.42 -0.56

Translation 40 10 10.39 1.45 2.84

Totales 385 689 100 100 ---
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Figura 5. Números totales de la distribución de elementos en COGS, vida libre 
(VL), barras rojas  y en simbiosis (Sym), barras verdes. 

 

 
Figura 6. Porcentajes de elementos distribuidos en COGS, en vida libre (VL), 
barras rojas  y en simbiosis (Sym), barras verdes. 
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A excepción del COG D (Motilidad celular), el resto de los COG´s con mayor contraste en el 

número de elementos y porcentaje de los mismos entre la vida libre y la simbiosis, 

coincide con los transcriptomas previos reportados en B. japonicum (Lindemann et al., 

2007), R. leguminosarum (Karunakaran et al., 2009),y S. meliloti (Cabanes et al., 2006). 

Con la finalidad de realizar una búsqueda más exhaustiva y que a su vez nos permitiera 

obtener información global y adicional a la de un análisis de transcriptoma convencional, 

utilizamos el programa GSEA (Subramanian et al., 2005). Este programa nos permite, a 

partir de resultados de expresión y con los genes ordenados de mayor a menor o 

viceversa, extraer información de enriquecimiento de alguna vía en particular, es decir, 

con base a una plantilla en donde se agrupan a los genes por vía, obteniéndose aquellos 

que presentan una expresión similar y pertenecen a una misma vía. Para utilizar este 

programa, no se requiere que los datos tengan un corte estadístico, ya que los datos se 

adicionan ordenados por expresión, y el programa le da un mayor peso al resultado 

biológico, el resultado final contiene valores estadísticos que ayudan a la interpretación y 

selección de los mismos (Subramanian et al., 2005). 

Los transcriptomas de un organismo en diferentes condiciones por lo general mantienen 

un número mayoritario de genes que se expresan en común; a diferencia de lo anterior, 

en nuestro modelo de estudio, y en particular cuando comparamos la expresión de células 

de R. etli en vida libre (6h MM) contra la expresión en simbiosis (18 ddi), la expresión 

diferencial observada es de las más contrastantes. Esto dificulta establecer un corte 

estadístico excluya genes relevantes, en el artículo No. 2 el z-score fue ±1.65 (Resendis-

Antonio, 2011), por lo que se requirió hacer un análisis que mostrara en su totalidad las 

diferencias de expresión entre ambas condiciones, por ello utilizamos los 6034 genes 

anotados para R. etli y los ordenamos por su valor de z-score de mayor a menor utilizando 

en conjunto el programa GSEA.   

La base de datos para R. etli en KEGG, contiene 115 vías compuestas desde 5  hasta 323 

elementos. Estas 115 vías se utilizaron como plantilla para obtener los grupos 

enriquecidos de cada condición, con los siguientes resultados: el grupo con un mayor 

enriquecimiento lo observamos en vida libre, a este pertenecen los genes que codifican 
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para proteínas ribosomales, de 55 genes de este grupo presentes en el genoma de R. etli 

CFN42 48 se enriquecieron en la condición de medio mínimo a las 6 hrs (VL). En la 

simbiosis, uno de los grupos enriquecidos es el metabolismo de nitrógeno que involucra a 

varios de los genes de la fijación de nitrógeno. El resto de los grupos que se enriquecieron 

para simbiosis y vida libre se presentan ordenados por sus valores de enriquecimiento en 

las tablas 3 y 4. 
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Tabla 3.  Vías enriquecidas en la simbiosis utilizando el programa GSEA. 

 
 

NAME SIZE ES NES NOM p-val FDR q-val FWER p-val RANK AT MAX

TETRACHLOROETHANE DEGRADATION 20 -0.8031195 -2.080933 0 0 0 461

1,4-DICHLOROBENZENE DEGRADATION 10 -0.83729213 -1.854909 0 0.018115647 0.039 794

NITROGEN METABOLISM 45 -0.5334849 -1.5969121 0.011940299 0.42215335 0.737 470

TOLUENE AND XYLENE DEGRADATION 9 -0.7277483 -1.5769241 0.035250463 0.3775375 0.8 794

BISPHENOL A DEGRADATION 21 -0.59844905 -1.5593297 0.03642384 0.3500766 0.855 1079

STARCH AND SUCROSE METABOLISM 35 -0.5333244 -1.5524485 0.02366864 0.31120047 0.874 563

UBIQUINONE AND MENAQUINONE BIOSYNTHESIS 8 -0.73340666 -1.55051 0.047186933 0.2712068 0.878 15

GAMMA-HEXACHLOROCYCLOHEXANE DEGRADATION 18 -0.60600567 -1.5108784 0.04393673 0.33224687 0.947 794

NAPHTHALENE AND ANTHRACENE DEGRADATION 18 -0.5779138 -1.4993365 0.044982698 0.32073358 0.955 794

1- AND 2-METHYLNAPHTHALENE DEGRADATION 32 -0.53657466 -1.4965844 0.03937008 0.29355392 0.958 825

BILE ACID BIOSYNTHESIS 41 -0.4989194 -1.489862 0.030927835 0.2827193 0.965 1153

FATTY ACID BIOSYNTHESIS 27 -0.52039164 -1.4243014 0.07153729 0.407697 0.994 492

DRUG METABOLISM - OTHER ENZYMES 14 -0.5871684 -1.4048282 0.09171076 0.42445695 0.996 666

FLAGELLAR ASSEMBLY 35 -0.45457843 -1.3208255 0.12006079 0.6341267 1 729

LYSINE BIOSYNTHESIS 25 -0.4951895 -1.3151962 0.14397496 0.60909146 1 741

ANDROGEN AND ESTROGEN METABOLISM 11 -0.57731664 -1.3000101 0.17169811 0.6158737 1 794

FOLATE METABOLISM 12 -0.54748577 -1.2655607 0.21005386 0.68556213 1 363

METHANE METABOLISM 18 -0.5024282 -1.2648497 0.19861831 0.6494248 1 810

ABC TRANSPORTERS 321 -0.3275306 -1.249427 0.06364617 0.6619842 1 866

STYRENE DEGRADATION 6 -0.6281749 -1.2441754 0.23917526 0.6441404 1 219

LIMONENE AND PINENE DEGRADATION 32 -0.43972996 -1.2422354 0.18238021 0.61913323 1 989

GERANIOL DEGRADATION 14 -0.5295156 -1.240223 0.20659722 0.5965208 1 831

VITAMIN B6 METABOLISM 6 -0.5864421 -1.1687661 0.31106472 0.7651475 1 1450

METABOLISM OF XENOBIOTICS BY CYTOCHROME P450 29 -0.41422892 -1.160724 0.26881722 0.7557623 1 825

FRUCTOSE AND MANNOSE METABOLISM 41 -0.38003865 -1.1413983 0.27878788 0.7833825 1 461

RIBOFLAVIN METABOLISM 12 -0.49545217 -1.1260152 0.32310468 0.7968303 1 894

NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR 12 -0.4794516 -1.1141729 0.34859154 0.8006188 1 454

DRUG METABOLISM - CYTOCHROME P450 30 -0.39166218 -1.1057098 0.32854864 0.7943146 1 825

VALINE, LEUCINE AND ISOLEUCINE DEGRADATION 46 -0.35381234 -1.07973 0.34401113 0.83849335 1 1118

3-CLOROACRYLIC ACID DEGRADATION 24 -0.40019196 -1.0659258 0.3911672 0.8464 1 1234

TYROSINE METABOLISM 59 -0.32306537 -1.0040994 0.4525862 0.98457396 1 825

FATTY ACID METABOLISM 47 -0.323822 -1.0005534 0.4647676 0.96312004 1 831

AMINOSUGARS METABOLISM 20 -0.3857358 -0.99932396 0.4366883 0.93701476 1 997

PROPANOATE METABOLISM 44 -0.31891719 -0.96291184 0.50812405 1 1 371

OTHER GLYCAN DEGRADATION 11 -0.42253494 -0.9562939 0.52690166 0.99388367 1 973

ALKALOID BIOSYNTHESIS 10 -0.4329342 -0.94797957 0.5528169 0.9879427 1 826

ASCORBATE AND ALDARATE METABOLISM 18 -0.37354124 -0.9258594 0.5422078 1 1 264

CYANOAMINO ACID METABOLISM 9 -0.43461937 -0.9229667 0.5793499 0.995161 1 219

BUTANOATE METABOLISM 57 -0.29214633 -0.916634 0.5988539 0.98310447 1 461

GLUTAMATE METABOLISM 38 -0.31209156 -0.90735435 0.5962099 0.979508 1 722

GLYCOSAMINOGLYCAN DEGRADATION 6 -0.468536 -0.90728587 0.5690608 0.95580286 1 914

GLYCOSPHINGOLIPID BIOSYNTHESIS-GANGLIOSERIES 6 -0.468536 -0.89337 0.6137255 0.9644078 1 914

GALACTOSE METABOLISM 27 -0.32103926 -0.88497186 0.61676645 0.9599848 1 166

GLYOXYLATE AND DICARBOXYLATE METABOLISM 30 -0.30569443 -0.86890906 0.6486486 0.9734536 1 943

TYPE III SECRETION SYSTEM 16 -0.34930053 -0.85963774 0.64089346 0.972111 1 961

TYPE II SECRETION SYSTEM 16 -0.34930053 -0.85357374 0.6551155 0.9629879 1 961

ONE CARBON POOL BY FOLATE 17 -0.3493803 -0.8504096 0.6738769 0.9494058 1 1247

GLYCOSPHINGOLIPID BIOSYNTHESIS-GLOBOSERIES 6 -0.4359655 -0.8504079 0.65363127 0.9296264 1 3407

FLUORENE DEGRADATION 6 -0.44575316 -0.85018533 0.6576402 0.9110368 1 3348

FLUOROBENZOATE DEGRADATION 6 -0.44575316 -0.8478095 0.67054266 0.89731723 1 3348

CAPROLACTAM DEGRADATION 15 -0.34744483 -0.8402696 0.68350166 0.89361304 1 831

HISTIDINE METABOLISM 40 -0.28689796 -0.8393847 0.6983895 0.87797797 1 989

PANTOTHENATE AND COA BIOSYNTHESIS 22 -0.3226508 -0.83374846 0.69327074 0.8709437 1 341

TRYPTOPHAN METABOLISM 30 -0.30164918 -0.82902145 0.6964561 0.86258006 1 989

NON-HOMOLOGOUS END-JOINING 5 -0.44399175 -0.82561815 0.6802218 0.8526224 1 1143

BACTERIAL CHEMOTAXIS 48 -0.25436762 -0.7812901 0.80938834 0.90709907 1 672

ATRAZINE DEGRADATION 7 -0.3788497 -0.7548386 0.7781885 0.93069506 1 442

PENTOSE PHOSPHATE PATHWAY 32 -0.26441684 -0.7535908 0.8134796 0.91641665 1 621

AMINOACYL-TRNA BIOSYNTHESIS 29 -0.27412793 -0.753548 0.81447965 0.90093005 1 722

BETA-ALANINE METABOLISM 25 -0.2678966 -0.72533166 0.85 0.9231411 1 690
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Tabla 4. Vías enriquecidas en la vida libre (VL), utilizando el programa GSEA.

 
 

La interpretación de los datos obtenidos por GSEA inician con el “Enrichment Score” (ES), 

el cual básicamente representa el grado en el cual un grupo de genes de cierta clase 

funcional este sobrerrepresentado en el tope o en el final de la lista previamente 

ordenada. Entre más alejado de cero, el grupo está mayormente enriquecido; el máximo 

valor es 1. El ambiente de GSEA también es gráfico, en la figura 7 se presentan los grupos 

mayormente enriquecidos en vida libre. 

NAME SIZE ES NES NOM p-val FDR q-val FWER p-val RANK AT MAX

RIBOSOME 55 0.7373833 2.7180972 0 0 0 1095

CITRATE CYCLE (TCA CYCLE) 26 0.5816109 1.8074149 0.005420054 0.054760806 0.094 1290

NOVOBIOCIN BIOSYNTHESIS 8 0.75435656 1.6566304 0.008474576 0.18189207 0.384 396

LIPOPOLYSACCHARIDE BIOSYNTHESIS 9 0.68011403 1.5385605 0.037199125 0.3817155 0.758 562

2,4-DICHLOROBENZOATE DEGRADATION 6 0.750578 1.5283483 0.037113402 0.3262661 0.78 758

REDUCTIVE CARBOXYLATE CYCLE (CO2 FIXATION) 16 0.55143857 1.4863954 0.051886793 0.37446165 0.877 1290

PYRUVATE METABOLISM 54 0.3866519 1.4122666 0.03322259 0.51469713 0.965 1245

ARGNINE AND PROLINE METABOLISM 28 0.42893183 1.3445666 0.09090909 0.6683948 0.992 1793

OXIDATIVE PHOSPHORYLATION 79 0.33223552 1.3319175 0.042145595 0.6315477 0.993 1195

CARBON FIXATION IN PHOTOSSYNTHETIC ORGANISMS 22 0.4505697 1.3093505 0.09703504 0.63664246 0.998 545

PHENYLALANINE, TYROSINE AND TRYPTOPHAN BIOSYNTHESIS 32 0.3909712 1.2939966 0.1017964 0.6240281 0.998 1112

BIOSYNTHESIS OF UNSATURATED FATTY ACIDS 11 0.5281451 1.2823544 0.18396227 0.6107024 0.999 156

GLUTATHIONE METABOLISM 30 0.39610562 1.2702525 0.12320917 0.59912527 0.999 1731

NICOTINATE AND NICOTIAMIDE METABOLISM 18 0.4456458 1.2560974 0.15641026 0.5945713 1 2562

SYNTHESIS AND DEGRADATION OF KETONE BODIES 5 0.6389406 1.2423265 0.20253165 0.59258515 1 1526

TYPE IV SECRETION SYSTEM 33 0.38161507 1.2403693 0.16081871 0.5605002 1 1428

C5-BRANCHED DIBASIC ACID METABOLISM 6 0.6043682 1.2293692 0.2430279 0.5565726 1 1935

GLYCOLISIS/GLUCONEOGENESIS 53 0.32816643 1.1891112 0.18333334 0.62841654 1 474

BENZOATE DEGRADATION VIA HYDROXYLATION 24 0.37864706 1.1496865 0.25319692 0.7008016 1 1281

AMINOPHOSPHONATE METABOLISM 13 0.4373464 1.1467425 0.30622008 0.6742179 1 2497

PEPTIDOGLYCAN BIOSYNTHESIS 19 0.39641324 1.1467282 0.2809524 0.64211226 1 700

PROTEIN EXPORT 16 0.40665257 1.0962995 0.3187348 0.74052364 1 728

TWO-COMPONENT SYSTEM 87 0.2656305 1.077775 0.27419356 0.75923085 1 503

PURINE METABOLISM 93 0.25926203 1.059452 0.31924883 0.7728404 1 1676

ASPARTATE AND ALANINE METABOLISM 25 0.34601223 1.0485196 0.37931034 0.76891685 1 1872

SELENOAMINO ACID METABOLISM 19 0.37315688 1.0448605 0.39948454 0.7476728 1 277

NUCLEOTIDE SUGARS METABOLISM 25 0.3336088 1.0285635 0.41558442 0.7637218 1 214

THIAMINE METABOLISM 17 0.37190387 1.0259641 0.41457286 0.7427672 1 904

PORPHYRIN AND CHLOROPHYLL METABOLISM 37 0.2980681 1.0163352 0.4115942 0.74120665 1 1228

BENZOATE DEGRADATION VIA COA LIGATION 28 0.31405127 1.0150857 0.431694 0.7193581 1 1149

GLYCEROPHOSPHOLIPID METABOLISM 26 0.32172042 1.0051224 0.41643837 0.71802706 1 1292

METHIONINE METABOLISM 16 0.35837722 0.98569816 0.4556962 0.73872083 1 868

PENTOSE AND GLUCORONATE INTERCONVERSIONS 24 0.3240395 0.9589139 0.5307692 0.7748427 1 488

CYSTEINE METABOLISM 11 0.40210015 0.9504742 0.5189573 0.7709681 1 868

PYRIMIDINE METABOLISM 54 0.25428367 0.93072104 0.58518517 0.79050124 1 1535

SULFUR METABOLISM 11 0.36921978 0.9033856 0.5695067 0.82676506 1 791

VALINE, LEUCINE AND ISOLEUCINE BIOSYNTHESIS 26 0.2837566 0.8754076 0.63852245 0.86132616 1 1185

LYSINE DEGRADATION 27 0.26888123 0.84976196 0.71181554 0.89081335 1 814

BASE EXCISION REPAIR 18 0.2860513 0.7946183 0.77017117 0.97088945 1 905

BIOSYNTHESIS OF STEROIDS 9 0.34817168 0.7847947 0.7318182 0.96390104 1 1874

PHENYLALANINE METABOLISM 34 0.23643818 0.7755914 0.8397626 0.9544672 1 1048

DNA REPLICATION 18 0.2720168 0.7497948 0.8193069 0.9679183 1 423

ALKALOID BIOSYNTHESIS II 5 0.38932535 0.73793143 0.7945493 0.96161914 1 479

UREA CYCLE AND METABOLISM OF AMINO GROUPS 34 0.19075058 0.6393997 0.97626114 1 1 1485

ETHYLBENZENE DEGRADATION 5 0.29663822 0.58079326 0.9154639 1 1 912

GLYCEROLIPID METABOLISM 23 0.1895742 0.5738342 0.97002727 1 1 474

D-ALANINE METABOLISM 9 0.22989249 0.5196803 0.9653061 1 1 1944

MISMATCH REPAIR 24 0.15501557 0.4689435 0.99497485 1 1 1486

STREPTOMICYCIN BIOSYNTHESIS 15 0.1750314 0.4673556 1 0.99365413 1 1174
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Figura 7. Representación gráfica de los grupos enriquecidos en vida libre (VL). La parte 
roja de la barra horizontal representa la expresión y la parte azul de la barra 
representa la represión, respectivamente (genes ordenados por nivel de expresión). 
Las líneas verticales sobre la barra representan la distribución de los genes de una 
misma vía. 

 
Otro parámetro que utiliza GSEA para otorgar peso al resultado es el valor de NES 

(Normalized Enrichment Score); el cual es el primer filtro de los resultados del 

enriquecimiento de las series de genes. Para esta normalización GSEA pondera las 

diferencias entre el tamaño de la series en correlación con las series de genes expresados. 

NES está basado en los “scores” de las series enriquecidas para todas las permutaciones 

de los datos; esto es, que al cambiar el método de permutación, el número de las 
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permutaciones o el tamaño de la serie de datos afectan el valor de NES.  La fórmula que 

utiliza GSEA para obtener el valor de NES, es la siguiente: 

 

El tercer valor a considerar es el FDR (False Discovery Rate), es la probabilidad estimada de 

que un NES dado represente un falso positivo. Entre más cercano sea este valor a cero el 

dato tiene mayor certeza; siendo el máximo valor de 1. Los grupos que consideramos 

enriquecidos en la fijación de nitrógeno a los 18 ddi se presentan de manera gráfica en la 

figura 8.  

Continúa siguiente página 
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Figura 8. Representación gráfica de los grupos enriquecidos a los 18 ddi. La parte 
roja de la barra horizontal representa la expresión y la parte azul representa la 
represión, respectivamente (genes ordenados por nivel de expresión). Las líneas 
verticales sobre la barra de calor representan la distribución de los genes de una 
misma vía. 

 
Los resultados de este análisis validaron los obtenidos en el análisis de COG´s, además se 

rescataron grupos como los de metabolismo de Nitrógeno que está enriquecido 

significativamente en la condición de simbiosis. Un dato que llama la atención es que 

nuevamente el COG D-Motilidad celular, (en GSEA el grupo rotulado como Ensamble de 

Flagelo) también se enriquece en la condición de simbiosis. Un antecedente fue reportado 

en R. etli utilizando nódulos de 21 ddi ya que se detectó la expresión del gen flaF que 
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codifica para un regulador de la biosíntesis de flagelo (Vercruysse et al., 2011). La 

información a detalle de los genes de flagelo expresados a los 18 ddi, así como del resto 

de los genes se presenta en el capítulo de análisis de los 5 tiempos de simbiosis y la 

condición de vida libre (VL). 

Análisis utilizando KEGG Pathway Color 

Para ubicar en su respectiva vía a cada uno de los genes expresados en simbiosis (18 ddi) y 

en vida libre (VL), utilizamos la utilería “KEGG Pathway Color”. De los 689 genes 

sobreexpresados en simbiosis, 204 podemos ubicarlos mediante este programa; éstos 

representan el 29.6%. Así mismo, en la vida libre, de los 385 genes sobreexpresados en 

vida libre,  175 genes se pueden ubicar en alguna ruta o mapa metabólico representando 

el 45.45% de los genes sobreexpresados en esta condición (Fig. 9). La distribución 

obtenida es a lo largo de 101 vías, aunque en algunas de estas solo fue posible ubicar un 

solo elemento.  

 
Figura 9. Distribución de los genes de simbiosis (18 ddi) en verde, y vida libre (VL) en rojo, 
utilizando el “KEGG Pathway Color” de R. etli CFN42. Los genes comunes para una reacción en 
la misma vía se etiquetaron de color negro. 



73 
 

La distribución de los genes sobreexpresados en ambas condiciones y ubicados en vías 

metabólicas pueden observarse en la tabla 5 y Fig. 10. 

Tabla 5. Datos totales de los genes ubicados con el programa “KEGG Pathway Color”, 
vida libre números totales (VLNum) y porcentaje (VL(%)), simbiosis en números totales 
(SymNum) y porcentaje (Sym(%)). La última columna es la relación entre VL y Sym en 
Log2, utilizando los porcentajes para obtener la relación. 

 
Continúa siguiente página 
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Figura 10. Distribución de los genes sobreexpresados en las vías de KEGG en porcentaje, las 
barras rojas representan vida libre (VL) y las verdes representan simbiosis 18 ddi (Sym). 
 

Con la finalidad de identificar los mapas que presentan un mayor contraste entre la vida 

libre (VL) y la simbiosis 18 ddi (Sym), utilizamos la distribución en porcentaje (%) (Fig. 10 y 
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tabla 5) de los grupos de KEGG, con esto se obtuvo la relación entre VL/Sym (log2) (Fig. 

11).  

 
Figura 11. Relación de la distribución en KEGG entre los genes propios o con tendencia  o 
sobreexpresión en la vida  libre (Barras rojas (VL)) respecto a los grupos formados por los 
genes de simbiosis (Barras verdes (Sym), utilizando los porcentajes para obtener la relación 
(log2). 
 
Por último, cada elemento fue etiquetado en su respectiva vía, con los siguientes colores; 

rojo para vida libre, verde para lo propios de simbiosis y purpura para los comunes (dos o 

más genes que cubren el mismo punto del mapa, donde uno se ubica en el listado de 

simbiosis y su probable homólogo en vida libre o viceversa).  

Los mapas metabólicos más contrastantes en KEGG en lo que respecta a simbiosis 

corresponden a Quimiotaxis bacterial con 29 elementos en simbiosis por cero en vida 

libre, la biosíntesis de ácidos grasos con 8 elementos en simbiosis por cero en vida libre 

(Fig. 12 inciso a), reservorio para un folato de carbono con 6 elementos en simbiosis por 
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cero en vida libre, la biosíntesis de pantotenato y CoA; escisión y reparación de 

nucleótidos con 5 elementos cada uno en simbiosis y cero en vida libre. Biosíntesis de 

lisina con 12 elementos en simbiosis por 1 en vida libre, degradación de clorociclohexano 

y clorobenceno con 8 elementos en simbiosis por 1 en vida libre, la degradación de 

naftaleno y el metabolismo de almidón y sacarosa con 13 elementos en simbiosis por 2 en 

vida libre (Fig. 12 inciso b) (Tabla 5). 

 
Figura 12. Ejemplos de representación grafica de los genes en los mapas de “KEGG 
pathway color”, en verde los genes expresados en simbiosis 18 ddi, en purpura genes 
comunes y en rojo los expresados en vida libre; a) Metabolismo de ácidos grasos, b) 
Metabolismo de almidón y sacarosa. 
 
Por lo que respecta a vida libre, las vías metabólicas que presentan un mayor número de 

elementos en comparación con la simbiosis son: 

Ribosoma, los genes que codifican para proteínas ribosomales tiene 28 elementos en vida 

libre por cero en simbiosis (Fig. 13 inciso a); el ciclo del citrato (TCA) con 13 elementos en 

vida libre y cero en simbiosis (Fig. 13 inciso b); biosíntesis de novobiocina, con 6 en vida 

libre y cero en simbiosis; biosíntesis y degradación de cuerpos cetónicos y Sistema de 

secreción bacterial con 14 de vida libre y 2 en simbiosis; biosíntesis de fenilalanina, 

tirosina y triptófano con 13 elementos en vida libre por 3 en simbiosis; degradación de 

RNA con 7 elementos en vida libre por 3 en simbiosis; metabolismo de amino-azúcares y 

nucleótido azúcares con 14 en vida libre por 4 en simbiosis (Tabla 5).  
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Figura 13. Ejemplos de representación gráfica de los genes en los mapas de “KEGG 
pathway color”, en verde los genes expresados en simbiosis 18 ddi, en purpura genes 
comunes y en rojo los expresados en vida libre, a) Ribosoma, b) Ciclo del citrato o TCA. 
 

11.3. Análisis de la expresión global en diferentes  etapas de la fijación de nitrógeno y 

una condición de vida libre 

Antes, durante y al final de la interacción Rhizobium-Phaseolus, se presentan diferentes 

tipos de restricciones o barreras, estas pueden ser del tipo físico o bien de disponibilidad 

de fuentes de nutrientes, así como pH, oxígeno, radicales libres, entre otros; las señales 

provenientes de la planta impactan sobre grupos de genes de la bacteria que se expresan 

dependiendo de las etapas en la que se localiza la interacción. Estas se pueden dividir 

considerando a la actividad de la nitrogenasa (determinada mediante la reducción de 

acetileno) como el parámetro fundamental para definir estas etapas, en donde se observa 

que entre los 9 y 11 ddi hay una muy baja fijación de nitrógeno, la cual aumenta a los 18 

ddi y alcanza su pico máximo aproximadamente a los 25 ddi, disminuyendo a partir de los 

28 ddi y presentando a los 35 ddi niveles muy similares a los observados a los 11 ddi. Con 

la finalidad de obtener a detalle los elementos genéticos que participan en cada una de 

estas etapas, realizamos un análisis transcriptómico en cinco puntos de la fijación de 

nitrógeno. Primero en la etapa inicial (11ddi), posteriormente en una etapa intermedia o 

de adaptación y preparación (18 ddi), así como en el punto máximo de la fijación de 

nitrógeno (25 ddi) y un tiempo cercano (28 ddi) con la finalidad de observar genes que 

señalaran una senescencia o presenescencia y finalmente el punto más tardío en donde 
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logramos obtener una concentración e integridad adecuada del RNA que fue a los 35 ddi. 

Por la baja actividad de nitrogenasa detectada consideramos nos sugiere el inicio del 

proceso de senescencia del nódulo. Finalmente, los datos de simbiosis se analizaron y 

junto con los datos de vida libre (MM 6h) se compararon para obtener una serie de 

perfiles que detallaremos en los siguientes párrafos.   

El análisis de las diferentes etapas de la fijación de nitrógeno se realizó a partir de los 

datos recabados en los diferentes tiempos de simbiosis, estos se normalizaron junto con 

los datos de las hibridaciones de la vida libre (ver la sección de materiales y métodos), los 

datos de 18 ddi contra vida libre se tomaron de los que se presentan en el artículo de 

Resendis-Antonio et al., 2011 y los datos de 11 ddi  en el artículo de Salazar et al., 2010. 

También se integraron datos de 25, 28 y 35 ddi. De estas comparaciones se seleccionaron 

los genes más expresados en cada tiempo, a partir de estos datos se realizó un análisis de 

agrupamiento o “cluster” tipo “K-means”, y se aplicó un agrupamiento jerárquico. Por 

otro lado, los promedios de las réplicas fueron utilizados para una comparación individual 

por GSEA (enriquecimientos de genes por vías metabólicas). A cada gen de interés se le 

analizó la región promotora para localizar sitios de regulación, se hizo un análisis de la 

distribución de los genes de cada perfil en los 6 plásmidos y el cromosoma, se analizaron 

los datos en KEGG para determinar que mapas eran los que presentaba cada perfil y por 

último, cada perfil se separó por COG´s y se obtuvieron porcentajes de distribución de 

cada clase funcional. Análisis de este tipo se han realizado en S. meliloti (Capela et al., 

2006), en B. japonicum (Pessi et al., 2007) y en R. leguminosarum (2009), pero en ninguno 

de los tres modelos se han analizado tiempos tan lejanos como a los 35 ddi, el análisis más 

lejano lo realizaron a los 31 ddi, obteniendo prácticamente los mismos resultados que a 

los 21 ddi (Pessi et al., 2007). Adicionalmente, es importante mencionar que los nódulos 

que forma S. meliloti con la alfalfa y los de R. leguminosarum con Pisum sativum son 

nódulos indeterminados por lo que las poblaciones bacterianas o de bacteroides son 

heterogéneas, es decir, el mismo nódulo contiene todas las etapas de la fijación, y las 

principales diferencias las localizan en los tiempos tempranos, 5 y 7 ddi. En tanto que R. 

etli induce nódulos determinados en plantas de frijol (P. vulgaris). Por lo anterior en esta 
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parte de la tesis presentamos un análisis a detalle de los genes que participan en cada 

etapa de la fijación de nitrógeno entre R. etli y P. vulgaris incluyendo la etapa senescente 

del nódulo. 

11.3.1. Características generales de cada perfil 

Para este análisis se seleccionaron sólo aquellos genes con 3 veces de cambio o más y se 

obtuvo un valor de log2. Bajo este criterio se obtuvieron en total 898 genes, a partir de 

estos valores y mediante un análisis de agrupamiento tipo “K-Means” se obtuvieron 10 

perfiles de expresión, que presentan las siguientes caracteristicas: Perfil 1, genes que se 

expresan a los 11 ddi y presentan una disminución en la expresión a los 18 ddi  (en el resto 

de las condiciones analizadas se observa que los genes de este perfil están reprimidos), en 

total son 48 elementos que representan el 5.34 % de los 898. Por ubicación 27 se 

encuentran en cromosoma (56%), en el plásmido C se ubican 6 elementos (13%) (Fig. 14 

inciso b). Perfil 2,  genes que se expresan a los 18 ddi y a los 35 ddi aunque en este último 

punto la expresión es menor, constituido por 201 elementos que representan el 22.38%, 

de los cuales 130 (65%) pertenecen a cromosoma; en este perfil los 28 genes presentes en 

el plásmido E (13 %) y los 20 del plásmido F (10%) son los siguientes en abundancia (Fig. 

15 inciso b). Perfil 3, constituido por genes que se expresan exclusivamente en vida libre 

(6 hrs MM), son 178 elementos que representan el 19.82% de los 898, de los cuales 135 

(75%) pertenecen a cromosoma, el plásmido F con 18 elementos es el siguiente en 

porcentaje con el 9% (Fig. 16 inciso b). Perfil 4, a este pertenecen los genes que se 

expresan exclusivamente a los 35 ddi, 75 genes que representan el 8.35% del total de los 

genes, de los cuales 46 están ubicados en cromosoma (62%) y 9 en el plásmido F (12%) 

(Fig. 17 inciso b). El perfil 5 corresponde a genes expresados en los 35 ddi y vida libre, 

aunque a los 18 ddi a estos genes se observa una menor expresión respecto a los 35 ddi y 

vida libre, 60 elementos que representan el 6.68% del total, 37 genes se ubican en el 

cromosoma (63%) y 6 del plásmido F (10%). En este perfil el plásmido B alcanza su máximo 

porcentaje de elementos con el 7% (Fig. 18 inciso b). Perfil 6, genes que se expresan a los 

18 y 35 ddi con un pequeño pico de expresión a los 11 ddi, en total son 70 genes 

representando el 7.79%, de estos 46 pertenecen a cromosoma (66%) y 11 al plásmido E 
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(16%) (Fig. 19 inciso b). El perfil 7, constituido por genes expresados a los 25 ddi y vida 

libre con un pequeño pico de expresión a los 28 ddi, 49 elementos que constituyen el 

5.45% del total, de los cuales 40 son de cromosoma (82%) (Fig. 20 inciso b). El perfil 8 son 

genes de 18 ddi y reprimidos a los 25 y 28 ddi, a diferencia del perfil 2, los genes en el 

punto de VL presentan una expresión mayor al perfil 2 (18 ddi), en total son 79 genes que 

representan el 8.79%, de los cuales 50 están ubicados en cromosoma (63%) y 12 en el 

plásmido F (16%) (Fig. 21 inciso b). El perfil 9 son genes que se expresan a los 25 ddi con 

una ligera disminución en la expresión a los 28 ddi, 86 elementos que representan el 

9.57% del total, de éstos 42 (49%) pertenecen al plásmido D y 32 al cromosoma (37%) (Fig. 

22 inciso b). Finalmente, el perfil 10 contiene los genes compartidos entre la vida libre y 

18 ddi, son 52 y representan el 5.79%, de los cuales 40 (77%) están ubicados en 

cromosoma y 4 (7%) del plásmido F. En este perfil el plásmido A alcanza su máximo 

porcentaje de elementos expresados con el 6% (Fig. 23 inciso b). La distribución de los 898 

genes expresados en los diferentes replicones de R. etli  es la siguiente: 584 son de 

cromosoma (65%), 26 del pA (3%), 25 del pB (3%), 28 del pC (3%), 72 del pD (8%), 76 del 

pE (8%), y el pF con 87 genes que representan el 10% (Fig. 24 inciso b).  

En cuanto a los grupos funcionales, utilizando “Cluster Orthologous Groups” tenemos que 

el perfil 1, presenta en el COG “G” (transporte y metabolismo de carbohidratos) su mayor 

representante con el 19%,  por otro lado el 44% del total incluye los COG´s “R, S y X” 

(predicción de función general, Función desconocida y No en COG´s respectivamente) (Fig. 

14 inciso d). En tanto el perfil 2, el COG “K” (transcripción) con el 10%  (el promedio de los 

10 perfiles es de 6.2%) y el COG “L” (recombinación, replicación y reparación) con el 6.5% 

(el promedio de los 10 perfiles es de 2.68%), son los COG´s con mayor número de 

elementos en este perfil (Fig. 15 inciso d). En el perfil 3 destacan el COG “J” (traducción) 

con el 11.2%, además el COG “C” (Producción y conversión de energía) con el 10.7 %,  el 

COG “U” (Tráfico intracelular y secreción) con el 4.5%, este es el porcentaje más alto 

observado en los 10 perfiles, y por último el COG “O”  (Modificación postraduccional, 

degradación de proteínas y Chaperonas) con el 7.9% (Fig. 16 inciso d).  En el perfil 4, los 

grupos funcionales más representados son: el COG “G” (Transporte y metabolismo de 
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carbohidratos) con el 13.3%,  el COG “E” (Transporte y metabolismo de aminoácidos) con 

el 11% y el COG Q (Biosíntesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios) con 

el 4% es el porcentaje más alto observado en los 10 perfiles (Fig. 17 inciso d). En el perfil 5 

tenemos sobrerrepresentados los COGs: “O”  (Modificación postraduccional, degradación 

de proteínas y chaperonas) con el 10% es el porcentaje más alto observado en los 10 

perfiles, el COG “P” (Transporte y metabolismo de iones inorgánicos) con el 8.3% es el 

máximo porcentaje de este COG en los 10 perfiles y el COG “M” (Biogénesis de membrana 

y pared celular) con el 6.6% (Fig. 18 inciso d). En el perfil 6, el COG “G” (Transporte y 

metabolismo de carbohidratos) con el 24.3% presenta el porcentaje más alto de este COG 

en los 10 perfiles analizados, en tanto el COG “E” (Transporte y metabolismo de 

aminoácidos) con el 15.7% también en este perfil presenta el mayor porcentaje de los 10 

perfiles y lo mismo para el COG “I” Transporte y metabolismo de lípidos) que con el 8.6% 

es el más alto de los 10 perfiles (Fig. 19 inciso d). En el perfil 7, los COG´s que presentan 

los mayores porcentajes son: el “K” (Transcripción) y “J” (Traducción) con el 10.2%, y el 

COG “O”  (Modificación postraduccional, degradación de proteínas y chaperonas) que en 

este perfil con el 8.2% alcanza el segundo porcentaje más alto observado en los 10 perfiles 

(Fig. 20 inciso d). En el perfil 8, nuevamente el COG “K” (Transcripción) con el 10.1%, el 

COG “I” (Transporte y metabolismo de lípidos) con el 7.6% y el COG “M” (Biogénesis de 

membrana y pared celular) con el 6.3%, son los COG´s de este perfil que están 

sobrerepresentados respecto a los otros 10 perfiles (Fig. 21 inciso d).  En el perfil 9, el COG 

“C” (Producción y conversión de energía) con el 12.64% es el porcentaje más alto de los 10 

perfiles, el COG “H” (Transporte y metabolismo de coenzimas) con el 2.3% también es el 

porcentaje más alto de este COG respecto a los 10 perfiles (Fig. 22 inciso d). En el perfil 10, 

el COG “T” (Mecanismos de traducción de señales) con el 7.7 % presenta el máximo 

porcentaje de los 10 perfiles, en tanto los COG´s “E” (Transporte y metabolismo de 

aminoácidos) con el 13.46% y el “P” (Transporte y metabolismo de iones inorgánicos) con 

el 7.7% también están sobrerrepresentados en este perfil (Fig. 23 inciso d). Los 

porcentajes totales de los 898 genes distribuidos en COG´s se presentan en la figura 24 

inciso c. 
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En cuanto a los sitios de regulación localizados observamos que responden a los siguientes 

reguladores: En el perfil 1, las cajas “Nod-box” son las predominantes con 21, seguida de 

RpoH con 5. En el perfil 2, RpoD con 37, RpoE y HipB con 19 y TrpI con 11. En el perfil 3, 

RpoD con 22, RpoE con 20, HipB con 18 y OxyR con 15. En el perfil 4, RpoD con 13, RpoE y 

HipB con 7 y Nod-Box, NifA y OxyR con 5. En el perfil 5, RpoD con 8, HipB con 6, RpoE 5 y 

RpoH con 4. En el perfil 6, RpoD con 12, RpoE con 9, HipB con 8 y CRP/FNR con 7. En el 

perfil 7, RpoE con 11, RpoD con 8, RpoN con 7 y NifA, PhoB y PurR con 6. En el perfil 8, 

RpoD 19, CRP/FNR con 10, HipB con 8 y MalT y OxyR con 7. En el perfil 9, RpoD con 51, 

OxyR con 36, RpoN con 35, RpoE con 22 y NifA con 21. En el perfil 10, RpoD y RpoE con 7, 

RpoN y RpoS con 6 y CRP/FNR con 5. De estos reguladores, RpoD, RpoE y HipB son de los 

que más sitios se localizaron en la mayoría de los 10 perfiles, los reguladores con un 

menor número de sitios localizados se ubicaron de acuerdo con el perfil y se pueden 

observar en las figuras 14-23, inciso f. El consenso de los sitios más representados se 

presentan en la figura 25; éstos se obtuvieron con el programa RSA-Tools (van Helden et 

al., 2003) y la imagen del consenso con el programa “WebLogo” (Crooks et al., 2004).  

Al analizar los datos en KEGG con la finalidad de obtener las vías más representadas por 

perfil observamos lo siguiente: Perfil 1, Degradación de cloroalqueno y cloroalcano, 

Metabolismo de butanoato, Degradación de bisfenol y Metabolismo de fructosa y manosa 

todos con 8 elementos. Sistema de dos-componentes con 6 y Quimiotaxis con 5.  El perfil 

2, Metabolismo microbiano en diversos ambientes con 24 elementos fue el más 

abundante, seguido por Transportadores tipo ABC con 23, Biosíntesis de lisina con 12, 

Fosforilación oxidativa con 9, Ensamble flagelar y Metabolismo de sacarosa y almidón con 

7 elementos cada uno. El perfil 3, Sistema de secreción bacteriano y Ribosoma con 15 

elementos cada uno,  Metabolismo microbiano en diversos ambientes con 13, 

Fosforilación oxidativa con  11, Transportadores ABC con 7 y Ciclo del citrato (ciclo de TCA) 

con 6 elementos son los grupos más representativos de este perfil. El perfil 4, 

Metabolismo de piruvato con 6, Metabolismo de sacarosa y almidón con 4, Metabolismo 

de glicina, serina y treonina, Biosíntesis de valina, leucina e isoleucina, Metabolismo de 

propanoato, Metabolismo de metano y  Metabolismo microbiano en diversos ambientes 
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con 4 elementos cada uno. El perfil 5, Fosforilación oxidativa con 5 elementos, 

Metabolismo de butanoato, Biosíntesis de valina, leucina e isoleucina, Biosíntesis de 

Pantotenato y CoA y Metabolismo de ácido dibásico C5-ramificado con 3 elementos cada 

uno son los más representativos de este perfil. El perfil 6, Trasportadores tipo ABC con 9 

elementos y Metabolismo de glicerolfosfolípido con 3 elementos son los dos grupos 

representativos de este perfil. El perfil 7, Ribosoma con 4, Sistema de secreción 

bacteriano, Sistema de dos-componentes, Metabolismo de pirimidinas, Metabolismo de 

Purinas y Fosforilación oxidativa con 3 elementos cada uno son los grupos que destacan 

en este perfil. El perfil 8, Metabolismo microbiano en diversos ambientes con 5 

elementos, Degradación de valina, leucina e isoleucina, Metabolismo de beta-Alanina, 

Metabolismo de arginina y prolina, Metabolismo de ácidos grasos y Metabolismo de 

propanoato con 4 elementos cada uno son los grupos relevantes de este perfil. El perfil 9, 

Metabolismo de nitrógeno, Degradación de cloroalqueno y cloroalcano, y Metabolismo 

microbiano en diversos ambientes con 7 elementos cada uno, además de los 

Transportadores tipo ABC con 4 elementos son los más representativos de este perfil. El 

perfil 10, Transportadores tipo ABC con 10, Sistema de dos-componentes y Quimiotaxis 

con 5 cada uno, además Metabolismo microbiano en diversos ambientes y Metabolismo 

de fructosa y manosa con 4 elementos cada uno son los representantes de este perfil. 

El análisis de GSEA se realizó ordenando de mayor a menor expresión cada uno de los 

tiempos o condiciones analizadas, es decir, en este caso tenemos los grupos de genes que 

se enriquecieron a los 11, 18, 25, 28, 35 ddi y vida libre por separado, observándose que 

los tiempos 25 y 28 ddi resultaron muy similares. Los resultados obtenidos son: Para el 

tiempo 11 ddi, Genes del Metabolismo de amino-azúcares (enriquecidos positivamente) y 

los genes Degradación de tetracloroetano y Ribosomales (enriquecidos negativamente) 

(Fig. 26). En el tiempo 18 ddi, Transportadores tipo ABC, Biosíntesis de ácidos grasos y 

Genes del Metabolismo de amino-azúcares (enriquecidos positivamente) y los genes 

Ribosomales, del Ciclo del citrato (ciclo de TCA), del Ciclo de reductor de carboxilato 

(Fijación de CO2), Sistema de secreción tipo IV (enriquecidos negativamente) (Fig. 27). 

Para el tiempo 25ddi, los genes del Metabolismo de nitrógeno y Degradación de 
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tetracloroetano (enriquecidos positivamente), y los genes del Metabolismo de amino-

azúcares Transportadores tipo ABC y Quimiotaxis (enriquecidos negativamente) (Fig. 28). 

En el tiempo 35ddi, los genes del Metabolismo de piruvato y Biosíntesis de aminoacil-

tRNA (enriquecidos positivamente), y los genes del Metabolismo de nitrógeno, 

Degradación de tetracloroetano y Ribosomales (enriquecidos negativamente) (Fig. 29). 

Finalmente, en Vida Libre 6 hrs, los genes Ribosomales, del Ciclo del citrato (ciclo de TCA), 

Fosforilación oxidativa, Sistema de secreción tipo IV y del Ciclo de reductor de carboxilato 

(Fijación de CO2) son enriquecidos positivamente, y los genes del Metabolismo de 

nitrógeno y Degradación de tetracloroetano (enriquecidos negativamente) (Fig. 30). 

11.3.2. Descripción  de los genes por perfil 

Para el desglose de genes pertenecientes a cada perfil, se realizó una búsqueda de la 

función, posible función, fenotipo simbiótico o no simbiótico (competencia, resistencia a 

estrés, entre otros); esto se realizó para cada uno de los genes con nombre asignado. La 

información de los genes hipotéticos o con función desconocida se revisaron de manera 

individual sólo en los considerados relevantes, por ejemplo, que formen parte del regulón 

RpoN-NifA (Salazar et al., 2010) o bien tengan participación en la regulación de otros 

genes, entre otras características a considerar. La búsqueda inicial se realizó en rhizobiales 

y en simbiosis, si ésta no tenía éxito se amplió primero a bacterias patógenas y por último 

en todas las referencias sobre el gen en particular.  

Perfil 1, 11 ddi 

El primer perfil corresponde a los genes expresados preferencialmente a los 11 ddi (Fig. 

14) y en menor medida a los 18 ddi. En este perfil destaca cycM que codifica para un 

citocromo; en simbiosis es indispensable para el sistema mantener la concentración de O2 

al mínimo puesto que la nitrogenasa es sensible a la presencia de O2, en el sistema fijador 

de nitrógeno los citocromos son los encargados de mantener baja la concentración de O2. 

En particular, en R. tropici, cycM incrementa su expresión cuando se mutageniza el gen 

que codifica para una sintasa de glicógeno (glgA), dicha mutante mejora la capacidad de 

oxidación de N, N-dimetil-p-phenylendiamine (DMPD) lo que incrementa la respiración vía 
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la citocromo oxidasa, esto a su vez hace que el peso seco de la planta se incremente 

alrededor de un 30% (Marroquí et al., 2001). En B. japonicum,  la mutante cycM 

aparentemente no produce el citocromo aa3 y tiene un fenotipo negativo de oxidasa 

menos (Bott et al., 1991). Sin embargo, a diferencia de B. japonicum, la mutante cycM en 

S. meliloti sí produce la citocromo oxidasa aa3 y en vida libre no tiene fenotipo en cuanto 

a crecimiento y a motilidad (Yurgel, et al., 2007).  

En este perfil se observó expresado el gen cheW el cual codifica para una proteína de 

traducción de señales de quimiotaxis. En Azorhizobium caulinodans microsimbionte de la 

leguminosa Sesbania rostrata, donde no sólo forma nódulos en las raíces sino también en 

el tallo, una mutante cheW de Azorhizobium induce nódulos inefectivos en el tallo de 

Sesbania, aunque los cultivos bacterianos se colocaron directamente en los tallos lo que 

hace poco probable que la quimiotaxis y motilidad desempeñen un papel de movimiento 

hacia los sitios de infección. Por lo tanto, CheW pudiera tener un papel en la entrada y 

colonización dentro del tallo (Susuki et al., 2007). 

También se observó expresado el gen kdpB, el cual codifica para una ATPasa 

transportadora de potasio (K+) subunidad B. A diferencia de los sistemas Trk y Kup que 

presentan una moderada afinidad por el potasio y en general son de expresión 

constitutiva, el sistema Kdp es un sistema inducible con una alta afinidad y especificidad 

por el K+, se expresa cuando las necesidades de K+ no son satisfechas por los otros 

sistemas de transporte jugando un papel vital cuando la concentración y por lo tanto 

disponibilidad de este ion es muy baja. En S. meliloti mutantes en los sistemas Trk, Kup y 

Kpd son capaces de inducir nódulos fijadores en plantas de alfalfa, las cinéticas de 

nodulación entre las mutantes y la cepa silvestre son similares; no obstante, la doble 

mutante trk-kup desarrolla un menor número de nódulos que la silvestre a los 11 ddi y en 

el caso de la triple mutante esta alcanza un similar número de nódulos de la cepa silvestre 

hasta los 22 ddi (Domínguez-Ferreras et al., 2009).  

En E. coli los genes que participan en la vía catabólica de L-idonato son regulados por 

represión catabólica. La gluconato cinasa (idnK) cataliza transferencia del fosforil del ATP 
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al gluconato. El producto resultante es gluconato-6-fosfato el cual es un importante 

precursor del metabolismo del gluconato. IdnK actúa como dimero compuesto de dos 

subunidades idénticas. Una cepa de S. meliloti con el pSymA deletado, no puede utilizar 

gluconato como única fuente de carbono, el gen idnK se localiza en este plásmido, en 

tanto, un gen similar, gntK se localiza en el pSymB. En E. coli tanto IdnK o GntK son 

suficientes para catabolizar gluconato,  en S. meliloti el gen idnK esta adyacente a los 

genes idnD e idnO, los cuales podrían estar involucrados en el catabolismo del L-idonato 

(Barnett et al., 2001).  

En este perfil también observamos la expresión del gen glgX, el cual codifica para una 

glicosil hidrolasa. En R. tropici este gen se localiza cerca de los genes nodC y nodG, en esta 

bacteria la expresión de los tres genes es baja cuando se utilizan en fase exponencial los 

inductores naringenina y exudados de frijol, aunque la expresión aumenta, a partir de los 

5 minutos de cultivo, cuando las células son colocadas en exudados de semillas; 

posteriormente la expresión decae rápidamente. La máxima expresión de estos genes en 

presencia de naringenina se presenta 8 hrs después de la inducción (Oliveira et al., 2010).    

En A. tumefaciens la mutante en el gen exoR es incapaz de formar biopelículas (biofilms), 

el producto de este gen es una proteína periplasmática y la mutante genera una cepa 

hipermucoide debido a la síntesis de exopolisacáridos del tipo de succinoglucanos. 

Adicionalmente, la mutante compromete la capacidad de la bacteria de adherirse a 

superficies abióticas así como a tejidos de plantas. Además, la expresión de los genes 

flagelares disminuye y en consecuencia pierde la motilidad flagelar, sin embargo a pesar 

de lo anterior los autores indican que el fenotipo de la disminución de la adhesión no debe 

achacarse completamente a la sobreproducción de succinoglucanos o a la pérdida de 

motilidad debido a la complejidad del fenómeno (Tomlinson et al., 2010).  En R. 

leguminosarum la mutante en medio mínimo desprovisto de una fuente de nitrógeno 

presenta un fenotipo similar: producen 3 veces más expolisacáridos que la cepa silvestre, 

y la mutante también es sensible a pH ácido (Reeve et al., 1997). En S. meliloti, la mutante 

en el gen exoR es incapaz de colonizar nódulos aunque sí es capaz de iniciar la infección 

(formar hilos de infección) pero no llega a producir nódulos; además, esta mutante genera 
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pseudorevertantes que afectan disminuyendo la síntesis de exopolisacáridos. Estas 

pseudorevertantes si producen nódulos y fijan nitrógeno. Por último, también en S. 

meliloti ExoR en presencia de amonio no regula la síntesis de exopolisacáridos (Ozga et al., 

1994). En esta misma vía observamos expresado al gen exsB, que codifica para un 

regulador transcripcional involucrado en la biosíntesis de succinoglicanos. En S. meliloti, 

en comparación a la cepa silvestre, la mutante en dicho gen monocistrónico produce tres 

veces más exopolisacáridos (EPS I). En contraste, un elevado número de copias del gen 

exsB tiene como resultado una disminución en la concentración de EPS I hasta de un 20% 

respecto a la cepa silvestre, indicando que el producto de exsB puede tener un efecto 

negativo en la biosíntesis de EPS I (Becker et al., 1994).  

En este perfil también se observa la expresión del gen glpD. E. coli como muchas otras 

bacterias, tiene la capacidad de pasar de una fase estacionaria a una exponencial si las 

condiciones lo permiten, pero no todas las bacterias de la población mantienen esta 

capacidad y aunque pocas, las bacterias que no proliferan tienen la capacidad para 

contender contra varios bactericidas, lo que genera una población persistente. En E. coli, 

una mutante en el gen glpD, el cual codifica para una deshidrogenasa glicerol-3-fosfato, 

incrementa la población de células persistentes en dependencia de la edad del inóculo. 

Esto  no sucede con otras mutantes, como sucB e yfgA, las cuales hacen decrecer la 

población de persistentes, independientemente de la edad del inóculo (Luidalepp et al., 

2011). Por otro lado, en R. leguminosarum, mutantes incapaces de crecer en glicerol son 

deficientes en la competencia para la nodulación, sugiriendo que el catabolismo del 

glicerol confiere a las bacterias una ventaja en la rhizósfera o en el hilo de infección (Ding 

et al., 2012). 
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Figura 14. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente a los 11 y 
18 ddi, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) distribución de 
COG´s,  e) perfil con desviación estándar y, f) sitios de regulación localizados. 
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El gen hisD codifica para una histidinol deshidrogenasa. HisD tiene una actividad 

bifuncional y participa en los últimos dos pasos de la biosíntesis de la histidina. En R. etli 

CFN42 hay una sola copia de este gen. En Brassica olearacea se localiza en plástidos, 

presenta un péptido de tránsito y puede complementar el correspondiente gen de E. coli 

(Alifano et al., 1996). 

El gen purU codifica para una deformilasa formiltetrahidrofolato que produce formato a 

partir de formil-tetrahidrofolato, el cual es la fuente de formato para PurT en la biosíntesis 

“de novo” de purinas. En E. coli la mutante en purU disminuye la infección sobre violetas 

africanas (Okinaka et al., 2002). 

El gen ligT codifica para una RNA ligasa, su función principal se lleva a cabo durante el 

procesamiento del tRNA, pero además se han descubierto otras funciones para las RNA 

ligasas tales como la reparación del RNA y participa en eventos no convencionales de 

“mRNA splicing” (Popow et al., 2012).  

El gen recG codifica para una DNA helicasa depediente de ATP. En R. etli RecG junto con 

RuvB y RadA, están involucrados en la migración de empalme tipo Holliday, las proteínas 

del sistema tienen un papel en la sensibilidad a daño de DNA, en particular protege contra 

cortes durante la exposición a luz UV, acido nalidíxico y metil metanosulfonato, tanto en 

cadena sencilla o doble. La mutante recG aumenta los eventos de recombinación, lo que 

indica que RecG limita la plasticidad intra e intergenómica (Martínez-Salazar et al., 2009). 

El gen thuG codifica para una proteína transportadora de trehalosa y maltosa del tipo ABC. 

El gen thuG alcanza su máxima expresión a los 11 ddi y se mantiene a los 18 ddi. En S. 

meliloti, la mutante thuE es incapaz de crecer en trehalosa y presenta un retardo en el 

crecimiento en maltosa; además, la mutante thuE es indistinguible de la cepa silvestre 

cuando se crece en glucosa y sacarosa. Ensayos de colonización de la raíz, nodulación y 

fijación de nitrógeno sugieren que la toma de disacáridos puede ser clave para la 

colonización de raíces de alfalfa, pero que no son importantes para la nodulación ni la 

fijación de nitrógeno per se (Jensen et al., 2002). 
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Un resumen de los genes expresados en este tiempo (perfil 1, fig. 14), nos indica que éstos 

están involucrados en la permeabilización de la membrana, suponemos que la finalidad es 

para que el intercambio de señales, nutrientes, y otros, se presenten de manera efectiva, 

evitando así la terminación temprana de la interacción entre la bacteria y la planta. Por 

ejemplo, el gen exoR que está involucrado en la síntesis de exopolisacáridos 

(succinoglucanos) mantiene una baja concentración de estos en el bacteroide o en las 

bacterias que están en proceso de diferenciación, las mutantes en estos genes producen 

nódulos pero no fijan nitrógeno. Nuestros datos indican que estos genes son necesarios 

en etapas tempranas pero posteriores a la infección y formación del nódulo. En este perfil 

se expresa el gen exsB cuyo producto es un regulador negativo de la síntesis de 

succinoglicanos. Un ejemplo más es la expresión de los genes thuG y CH04005 que 

codifican para permeasas, otro grupo de genes que codifican para permeasas se observan 

en el perfil 6 (18, 35 y 11 ddi). Adicionalmente, en el análisis de KEGG utilizando GSEA, el 

metabolismo de amino azúcares es el único grupo que se enriquece en este tiempo (Fig. 

26). Los reguladores principales son los Nod involucrados en la regulación de los genes de 

nodulación y RpoH que está implicado en la respuesta a estrés. Además de los reguladores 

ExsB y ExoR, el otro regulador transcripcional presente en este perfil es el gen hipotético 

CH03353 que es un miembro de la familia LysR, a la cual pertenecen los genes nodD, sus 

productos son reguladores de la expresión de los genes de nodulación (Kobayashi et al., 

2004). Los COG´s mejor representados son el G-Transporte y metabolismo de 

carbohidratos que contiene en porcentaje casi el doble de elementos que el promedio de 

todos los perfiles (19% contra el 10%). El COG D-Control del ciclo celular, mitosis y meiosis 

que también aumenta al doble con respecto al porcentaje de todos los perfiles (2% contra 

el 1%). Por el otro lado está el COG J-Traducción, que disminuye más del doble en este 

perfil (2% contra el 5%) y el COG C-Producción y conversión de energía, que disminuye del 

6% al 4% (Comparar figuras 14d y 24c). 

Perfil 2, 18 ddi 

Este es el perfil más numeroso respecto al número de genes que lo conforman y por lo 

tanto complejo debido a la diversidad de funciones presentes en este perfil.   
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Algunos elementos contenidos en este perfil son los siguientes: 

El gen aarF el cual codifica para una proteína de la biosíntesis de ubiquinona. La 

ubiquinona (UQ) es considerada bajo condiciones de vida libre y en la simbiosis como un 

mediador en la transferencia de electrones que generan ATP en R. etli (Xie et al., 2011).  

El gen accA, el cual codifica para una proteína de unión periplásmatica para agrocinopinas 

A + B. En A. tumefaciens y A. rhizogenes, una inserción en el gen accA elimina la 

quimiotaxis. El análisis completo de la región acc confirma que accA es el único  gen 

requerido del plásmido Ti para la quimiotaxis para agrocinopinas A + B. Las opinas son 

compuestos de carbono producidas por los callos y los pelos radiculares de las raíces 

inducidas por A. tumefaciens y A. rhizogenes.  Estos novedosos productos, intermediarios 

metabólicos de las plantas,  son usados como fuente de nutrientes por cepas de 

Agrobacterium para inducir el crecimiento (Kim and Farrand, 1998). 

El gen aceC, en Xanthomonas campestris codifica para una alfa-cellobiosil-difosfoprenil, D-

Manosa transferasa, junto con aceB participan catalizando el segundo y tercer paso de la 

vía biosintética del acetano en X. camprestis (biosíntesis del exopolisacárido acetano) 

(Griffin et al., 1996). 

El gen afuA codifica para un trasportador de iones, se localiza en membrana y se ha 

determinado como marcador en el proceso de infección por brucelosis en alces de la 

región de Wyoming (Lowry et al., 2010). En Actinobacillus actinomycetemcomitans el gen 

afuA es regulado por FurR  (Haraszthy et al., 2006). 

El gen aroA codifica para una enzima (3-fosfoshikimato 1-carboxivinil transferasa) que 

participa en la biosíntesis de aminoácidos aromáticos. En Xenorhabdus nematophila este 

gen es requerido para la colonización mutualista del nemátodo Steinernema carpocapsae, 

es una de las 15 mutantes, de las 3000 analizadas, que disminuyen al menos 15 veces la 

interacción entre X. nematophila y S. carpocapsae (Heungens et al., 2002).  
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El gen bhbA codifica para una metil-malonil CoA mutasa. En S. meliloti Charles y col., 

buscando cósmidos que restauraran la capacidad de la bacteria para utilizar poli-3-

hidroxibutirato (PHB) o acetoacetato como única fuente de carbono, identificaron un 

locus que contenía los genes bhbA-D, por otro lado ha, sido reportada que la mutante 

bdhA es deficiente en la actividad de 3-hidroxibutirato deshidrogenasa (Charles et al., 

1997). La vitamina cobalamina es requerida para la interacción entre S. meliloti y su 

hospedero (alfalfa), en S. meliloti se conocen 3 enzimas que requieren a la cobalamina 

como cofactor, entre estas bhbA. La mutante en este último gen no afecta la simbiosis 

(Taga and Walker 2010). 

El gen bkdB codifica para una alfa-ceto deshidrogenasa ácida de cadena ramificada 

subunidad E2, la cual cataliza junto con otras enzimas, la degradación de cadenas 

ramificadas de aminoácidos. En B. subtilis es inducible por la disminución de temperatura 

y junto con otros genes de este tipo permiten asegurar e incrementar la fluidez de la 

membrana en bajas temperaturas, además se sabe que la estabilidad de estos RNA 

mensajeros aumentan en estas condiciones (Nickel et al., 2004). 

El gen braF es un transportador de aminoácidos (Hoshino et al., 1992). En R. 

leguminosarum los genes bra son esenciales para una efectiva simbiosis, las mutantes en 

aap y en bra tienen nódulos pequeños y en menor número, además tienen una menor 

cantidad de DNA respecto a la silvestre (Prell et al., 2009). 

El gen crtB codifica para una fitoeno sintasa, la cual participa para la síntesis de 

carotenoides. Estos funcionan como antioxidantes, utilizando geranilgeranil pirofosfato 

para producir  fitoeno (Sandmann and Misawa, 1992).  

El gen cyaFch2 codifica para una adenilato ciclasa que cataliza la reacción 3´5´-AMP cíclico 

(AMPc) de ATP. En Xanthomonas campestris el gen cyaC se expresa sólo en presencia de 

peróxido orgánico (Téllez et al., 2002). En este perfil, el gen hipotético con ID CH02560 

codifica también para una adenilato ciclasa, en el perfil 6 (incluye genes expresados de 11, 

18 y 35 ddi), pero también con un pico máximo a los 18 ddi el gen hipotético con ID 
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PE00177 codifica para una adenilato ciclasa, lo que indica que es en este punto es en 

donde se presenta la máxima expresión de las adenilatos ciclasas.  

El gen cycX, en B. japonicum, codifica para una proteína transportadora de grupos hemo, 

involucrada en la biogénesis del citocromo-C, que junto con CycM y CycV son esenciales 

para la formación de prácticamente todos las citocromos tipo C de la célula. La proteína 

CycX  está unida a membrana y mutantes en estos genes tienen un fenotipo pleitrópico, 

tales como defectos en la respiración por nitrato, oxidación de H2, y en la respiración 

microaeróbica de la simbiosis (Ramseier et al., 1991). En el perfil 4 (35 ddi) el gen cycJ 

alcanza su máxima expresión. 

El gen dadR codifica para un regulador trancripcional catabólico de alanina, participando 

en el catabolismo de alanina en A. tumefaciens (De Costa et al., 2001).  

El gen dapAb codifica para una dihidrodipicolinato sintasa. En S. meliloti se expresa 

constitutivamente y está relacionado con la biosíntesis de lisina (García-Rodríguez et al., 

2000).  

El gen dapB2 codifica para una dihidrodipicolinato reductasa, la cual está involucrada en la 

biosíntesis de lisina. En S. meliloti GR4, la mutante dapB nodula alfalfa al mismo nivel que 

la cepa silvestre, pero la mutante no es auxótrofa de lisina. Los autores especulan con la 

presencia de un dapB adicional (García-Rodríguez et al., 2000); en ese sentido, R. etli 

CFN42 tiene anotados 2 genes dapB, ambos localizados en el cromosoma.  

Los genes dppCch2 y dppDf, codifican para transportadores de dipéptidos. En R. 

leguminosarum, el operón dpp es regulado por sigma 70, mutantes en estos genes no 

tienen un fenotipo simbiótico en habas. Las mutantes dpp son severamente afectadas en 

la importación del ácido delta-aminolevulinico (ALA) necesario para la síntesis de hemo, la 

toma de ALA antagoniza al agregar dipéptidos, lo que indica que estos dos tipos de 

moléculas utilizan el mismo transportador. Por lo que los autores sugieren que ALA no es 

proporcionada por la planta, ni que otro sistema de toma de ALA funcione en bacteroides 

y por lo tanto señalan que los bacteroides producen suficiente ALA (Carter et al., 2002).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garc%C3%ADa-Rodr%C3%ADguez%20FM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garc%C3%ADa-Rodr%C3%ADguez%20FM%22%5BAuthor%5D
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Figura 15. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente a los 18 
ddi y con un ligero repunte de expresión a los 35 ddi, a) datos crudos, b) distribución por 
replicón, c) tendencia global, d) distribución de COG´s,  e) perfil con desviación estándar y f) 
sitios de regulación localizados. 
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El gen fabF codifica para una 3-oxoacil-(proteína acarreadora de acilo) sintasa II. El 

producto de este gen participa en la biosíntesis de ácidos grasos saturados y no saturados 

(Zhu et al., 2009). El gen fabH que codifica para una 3-oxoacil-(proteína acarreadora de 

acilo) sintasa III se localiza en el perfil 8 (18, 35 ddi y MM).  

El gen fhuD de R. leguminosarum, cuyo producto participa en la toma de sideróforos como 

la vicibactina, se localiza en membrana. La mutante en el operón fhuDCB aparentemente 

no tiene fenotipo simbiótico y se regula por concentración de hierro (Stevens et al., 1999). 

El gen fhuB se localiza en el perfil 7 (25 ddi y MM).  

El gen flgK cuyo producto participa en la formación del flagelo, el cual definimos que en 

vida libre (microaerobiosis) y en simbiosis es regulado por sigma 54 y probablemente por 

NifA en simbiosis (Salazar et al., 2010). En este perfil también se expresan los genes fliI el 

cual codifica para una ATPasa y flgE codifica para una proteína del gancho flagelar, los tres 

genes participan en la motilidad celular. 

El gen frcA codifica para una proteína de unión a ATP, citoplasmática tipo ABC. La cual en 

S. meliloti es la única con una alta afinidad (Km de 6uM) para la toma de fructosa. Así 

mismo, el gen frcB codifica para una proteína periplasmática de unión al sustrato, tipo 

ABC, su punto máximo de expresión es a los 18 ddi. El sistema Frc tiene una alta afinidad 

por manosa y ribosa, que son competidores de la fructosa. Sin embargo, estos genes se 

inducen sólo por la concentración de fructosa o manitol; las mutantes no se ven afectadas 

en la nodulación ni en la fijación de nitrógeno. No obstante la proteína FrcB se expresa en 

bacteroides aislados de nódulos de alfalfa infectados con S. meliloti (Lambert et al., 2001). 

El gen gcd codifica para una glucosa deshidrogenasa (pirroloquinolina-quinona). En S. 

meliloti RCR2011 y en R. tropici CIAT899 se ha propuesto que Gcd o GDH otorga ventajas 

energéticas y de competencia en condiciones especificas como pudieran ser la limitación 

de nutrientes o el estrés (Bernardelli et al., 2001).  

El gen glmU codifica para la proteína UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa, su función 

es catalizar la conversión de N-acetilglucosamina 1-fosfato en UDP-N-acetilglucosamina, la 
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cual es la llave metabólica en la síntesis de lipopolisacáridos, peptidoglicanos y ácido 

siálico (Ullrich and van Putten, 1995). 

El gen hutC codifica para un represor transcripcional de los genes para la utilización de 

histidina (genes hut). En el perfil 1 (11ddi) se detecta la expresión del gen hisD que 

participa en la biosíntesis de histidina. HutC presenta dos funciones: la primera es de 

coactivador de los genes virB y la segunda función es reprimiendo los genes hut. En 

Brucella se propone que probablemente este sea la ruta por la que la bacteria sensa su 

propio estado metabólico y el desarrollo de las respuestas adaptativas del hospedero 

librando las defensas intracelulares (Sieira et al., 2010).  

El gen ilvDc codifica para una ácido-dihidroxi dehidratasa. La mutante en ilvD de S. meliloti 

es auxótrofa de isoleucina y valina, aunque el fenotipo simbiótico de ésta es muy similar a 

la silvestre (Hassani et al., 2002). No obstante, en un estudio posterior también realizado 

en S. meliloti, indicaron que la mutante en ilvD tiene un fenotipo simbiótico, 

concretamente en la infección (Pobigaylo et al., 2008). 

El gen iolB codifica para una proteína del catabolismo del mio-inositol, la mutante no tiene 

fenotipo simbiótico, el peso seco de plantas y la reducción de acetileno son iguales a la 

cepa silvestre, pero durante el proceso de infección en experimentos de competencia la 

mutante es desplazada por la silvestre (Fry et al., 2001). 

El gen minD codifica para una proteína inhibidora de división celular, MinD es una ATPasa 

asociada a membrana que tiene un papel fundamental seleccionando el punto medio de 

la celula sobre otros sitios a través de la activación y regulación de MinC y MinE. El gen 

minE lo observamos expresado a los 35 ddi (perfil 4).  

El gen moaB codifica para una proteína de molibdeno con importancia en la catálisis de 

reacciones redox en el ciclo del nitrógeno, en particular en el paso final de la síntesis del 

cofactor Molibdeno, catalizando la adenilación de MTP (Terina de unión a metal) que es 

una vía dependiente de Mg2+ y ATP.  La actividad de MoaB es de adenilil transferasa y es 
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esencial para la inserción de metal en la maduración de los cofactores tungsteno y 

molibdeno (Bevers et al., 2008). 

El gen ntrY codifica para un regulador (sensor) del tipo de sistema de dos componentes 

involucrado con la regulación del nitrógeno. La mutante ntrY presenta un fenotipo 

simbiótico deteriorado, presenta una deficiente nodulación y una fijación de nitrógeno 

muy baja, esto analizado en R. tropici (Nogales et al., 2002). Por otro lado, en R. etli CFN42 

la proteína NtrX fue detectada a los 18 ddi (Resendis-Antonio et al., 2011). El sistema de 

dos componentes funciona con la interacción entre NtrY y NtrX, el primero funciona como 

sensor y NtrX como ejecutor.  

El gen nuoB, codifica para la subunidad B de una NADH deshidrogenasa. En E. coli es 

regulada por O2 y nitrato vía ArcA, NarL, FNR u IHF e incluso por DctD (Bongaerts et al., 

1995).  

El gen otsA, codifica para una trehalosa-6-fosfato sintasa. La trehalosa es un disacárido 

que es acumulado por muchos organismos para protegerse durante un estrés fisiológico. 

En B. japonicum, otsA se induce por los estreses de salinidad y desecación. Plantas de soya 

inoculadas con la mutante otsA producen sólo algunos nódulos maduros y una gran 

cantidad de nódulos inmaduros, esto con relación a los producidos por la cepa silvestre. El 

fenotipo simbiótico indica que OtsA y la acumulación de trehalosa tienen un papel 

relevante en la vida libre en la protección a la salinidad y durante la simbiosis (Sugamara 

et al., 2010). En R. leguminosarum la doble mutante otsA y treY fueron menos 

competitivas en la capacidad de nodular. En el mismo estudio indican que la regulación es 

postranscripcional, dependiendo de la disponibilidad de la trehalosa (McIntyre et al., 

2007). 

El gen phoA codifica para una fosfatasa alcalina. El fosfato inorgánico es uno de los 

componentes esenciales para los organismos vivos y está involucrado en un gran número 

de funciones celulares. A pesar de su relativa abundancia en la naturaleza, el fosfato es un 

factor limitante para el crecimiento. Para superar la escasez de fosfato en el medio, los 
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microorganismos producen fosfatasas extracelulares que rescatan el fosfato del medio. 

Además, se sabe que el fosfato regula negativamente la biosíntesis de antibióticos y otros 

metabolitos secundarios. En la región promotora de phoA localizamos un sitio de unión a 

PhoB; adicionalmente, en un análisis proteómico de R. etli durante la simbiosis con P. 

vulgaris, se identificó la proteína PhoU (regulador transcripcional para la toma de fosfato) 

(Resendis-Antonio et al., 2011).  

El gen pobR codifica para un regulador transcripcional, PobR, el cual responde al 

metabolito p-hidroxibenzoato y activa la transcripción del gen pobA, cuyo producto 

convierte p-hidroxibenzoato a protocatechuato. Este compuesto difiere de p-

hidroxibenzoato porque el protocatechuato contiene un átomo de oxígeno adicional (Kok 

et al., 1998).  

El gen ppk codifica para una cinasa polifosfato, la cual en muchas bacterias es la enzima 

principal para la síntesis de polifosfato inorgánico (poli P) a partir de ATP. La mutante en 

ppk de P. aeruginosa PA01 es deficiente en la motilidad celular (defecto en el “swarming”) 

sobre placas de agar semisólido. Debido a la importancia de la motilidad bacterial, PPK es 

de crucial relevancia para la infección sistemática al hospedero, para la formación del 

biofilm, la simbiosis y la virulencia (Rashid y Kornberg, 2000). 

Los genes purC  y purU codifican  para una fosforibosilaminoimidazol-succinocarboxamida 

sintasa y una formiltetrahidrofolato deformilasa, respectivamente. El gen purUe se localiza 

en el perfil 1 (11ddi). El gen purU produce formato a partir de formil-tetrahidrofolato, el 

cual es la fuente de formato para PurT en la biosíntesis “de novo” de purinas; 

adicionalmente, tiene un papel en el metabolismo de carbono, se activa por metionina y 

se inhibe por glicina. En E. coli la mutante en purU disminuye la infección sobre violetas 

africanas (Okinaka et al., 2002).  

El gen pyrE codifica para una oratato ribosiltransferasa. En S. meliloti una mutante pyrE 

retarda la nodulación (Pobigaylo et al., 2008); previamente, Vineetha y colaboradores, 

reportaron en 2001 que la mutante pyrF/pyrE produce nódulos pero no fija nitrógeno. Los 
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nódulos producidos por la mutante pyrF/pyrE presentan características estructurales más 

avanzadas que los nódulos de la mutante pyrC, esto podría indicar que algunos 

intermediarios de la biosíntesis de las pirimidinas tienen un papel sobre la transformación 

del bacteroide y del desarrollo del nódulo (Vineetha et al., 2001). 

El gen rbsA codifica para un transportador de ribosa de tipo ABC, RbsA está involucrado en 

el acoplamiento de la energía (ATP), para el transporte de ribosa (Buckel et al., 1986). 

El gen sqdD codifica para una glicosiltransferasa (biosíntesis de sulfolípido) y se localiza 

comúnmente en las membranas de tilacoides de bacterias fotosintéticas o de plantas. 

Adicionalmente, este tipo de proteínas se localizaron en bacterias no fotosintéticas que 

producen nódulos y fijan nitrógeno como, S. meliloti. La mutante en el gen sqdB no 

presenta un fenotipo simbiótico evidente, la mutante produce nódulos y fija nitrógeno de 

manera similar a la silvestre; sin embargo, los autores proponen que aún falta por analizar 

los lípidos de membrana, entre ellos los sulfolípidos, porque el producto de sqdD está 

involucrado en la biosíntesis de al menos uno de estos sulfolípidos (Weissenmayer et al., 

2000). 

El gen thuE codifica para una proteína transportadora de trehalosa y maltosa del tipo ABC 

En el perfil 1 observamos al gen thuG el cual presenta su máxima expresión a los 11 ddi 

pero se mantiene a los 18 ddi. En el artículo de Resendis-Antonio et al., 2011, se reportó la 

identificación de la proteína ThuE, también en este tiempo (18 ddi). En S. meliloti una 

mutante thuE pierde la capacidad de crecer en trehalosa o maltosa, pero crece de manera 

similar a la cepa silvestre en glucosa o sacarosa. El gen thuE se induce sólo por trehalosa 

pero no por celobiosa, glucosa, maltopentosa, maltosa, manitol o sacarosa. La mutante no 

presenta fenotipo simbiótico pero es incapaz de formar nódulos cuando se inocula junto 

con la cepa silvestre (Jensen et al., 2002).  

El gen uvrB codifica para una proteína de reparación de DNA, este tipo de genes se han 

caracterizado en ambientes de desecación. La mutante en uvrB no presenta fenotipo 

simbiótico pero el DNA presenta daño si la bacteria es expuesta a la luz UV, o al 

compuesto 4-NQO. La mutante también es sensible a la desecación (Humann et al., 2008). 
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En resumen, este perfil es el más numeroso e incluso se complementa con el perfil 8, 

donde también se observa la máxima expresión a los 18 ddi, pero diferente al perfil 2, 

donde la condición de vida libre (6h-VL) es el punto más bajo de expresión. En tanto, en el 

perfil 8, la condición de vida libre tiene el segundo punto más alto de expresión en el perfil 

(ver figuras 15 y 21 incisos a, c, e, además de la figura 20 inciso a). En este perfil se 

presentan genes cuyos productos participan en el mecanismo de defensa de la bacteria, 

genes que codifican para el intercambio de señales y de utilización de fuentes de carbono, 

así como algunos involucrados en la motilidad. Los fenotipos de mutantes en varios genes 

de este perfil son capaces de nodular pero presentan defectos en la competencia para la 

nodulación, así como una disminución en la tasa de fijación de nitrógeno. En el análisis 

mediante GSEA se observan enriquecidos los grupos de transportadores tipo ABC, el 

grupo de ácidos grasos y en menor medida el de los amino azúcares (Fig. 27). En cuanto a 

la regulación este perfil también es diverso. La familia más abundante es la GntR que 

participan como represores involucrados en una diversidad de procesos biológicos. En S. 

meliloti mutantes en los genes gtrA y gtrB, tienen una baja motilidad celular y también 

son deficientes en la simbiosis donde los nódulos son pequeños, redondos, ligeramente 

rosas y se localizan en las raíces laterales. Además, a las tres a cuatro semanas posteriores 

a la inoculación, las plantas inoculadas con las mutantes lucen atrofiadas con una 

disminución en la actividad de la nitrogenasa, pero con un remarcado incremento en la 

cantidad de nódulos respecto a la cepa silvestre. Por último, las mutantes reducen su 

capacidad de competencia para la nodulación (Wang et al., 2008). El factor sigma que 

presenta un número importante de sitios en los genes de este perfil es RpoE, con 19 sitios 

localizados. En este perfil se expresa una de las cuatro copias para rpoE (PF00052).  

Además, en este perfil ya localizamos un número importante de sitios para RpoN (5) y 

NifA (13) pero ningún elemento de los observados comparte ambos sitios. Finalmente 

también están presentes sitios para HipB con 19, FNR con 10 y para el factor sigma RpoH 

con 6. En este perfil se expresan dos genes que codifican para reguladores de la familia 

LuxR, miembros de esta familia regulan genes cuyos productos están involucrados en la 

quimiotaxis. Este perfil es uno de los más diversos en reguladores transcripcionales, y 
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prueba de ello se observa al comparar el COG K-Transcripción, donde el porcentaje 

general de los 10 perfiles es del 6%, en contraste en el perfil 2 llega al 10%, un porcentaje 

similar al perfil 8 (18 ddi) y al perfil 7 (VL y 25 ddi). Otro COG que se modifica es el L-

Replicación, recombinación y reparación, que presenta un incremento en porcentaje de 

componentes de un 3% en todos los perfiles analizados a un 6% en este perfil. El COG V-

Mecanismos de defensa, el porcentaje promedio de los 10 perfiles es de 1%, a diferencia 

del perfil 2 donde se incrementa al 2%. El COG C-Producción y conversión de energía, 

disminuye del 6% al 3% en este perfil, al igual que el COG O-Modificación postraduccional, 

chaperonas y renovación de proteínas, que disminuye del 4% al 1%.  

Perfil 3 Vida libre 

Los genes presentes en el perfil 3, tienen una expresión alta en vida libre y una represión 

en los 5 puntos analizados de la simbiosis. Su descripción es la siguiente: 

Los genes aapM y aapJ codifican para transportadores tipo ABC para L-amino ácidos, 

codificando para una permeasa y una proteína de unión a sustrato respectivamente. 

Durante la simbiosis en nódulos indeterminados de habas los bacteroides reducen su 

abundancia y presentan un bajo número de cromosomas (Prell et al., 2010), esto reduce la 

transcripción de vías que participan en la biosíntesis de cadenas de aminoácidos 

ramificados por lo que la bacteria para su provisión depende del huésped; este fenómeno 

se conoce como “auxotrofia simbiótica”. En R. leguminosarum en asociación con P. 

vulgaris, las mutantes en estos genes producen un fenotipo de limitación o “starvation” 

de nitrógeno. En asociación con plantas de haba se reduce el número de nódulos y la 

fijación de nitrógeno; sin embargo, una doble mutante en S. meliloti 2011 no presenta 

fenotipo simbiótico en asociación con plantas de alfalfa (Medicago sativa). Sólo una 

pequeña cantidad de este tipo de aminoácidos es necesaria para revertir la auxotrofia 

simbiótica (Prell et al., 2010). Esto explicaría en parte la presencia de estos genes en el 

perfil 3 (VL), ya que por un lado es el huésped el provedor de este tipo de aminoácidos 

aunado a la baja cantidad de estos requerida para revertir la auxotrofía simbiótica. No 

obstante, en los perfiles 2 (18ddi) se localiza el gen braF1 y en el perfil 10 (18 ddi y VL) se 
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expresa el gen braC1. En R. etli, las proteínas BraC2 y AapJ fueron detectadas  en 

bacteroides de nódulos de 18 ddi (Resendis-Antonio et al., 2011). Entre los genes 

regulados por la chaperona Hfq, 34 de ellos codifican para transportadores tipo ABC, entre 

estos los genes bra y aap (Mulley et al., 2011).  

El gen aas codifica para una aciltransferasa acil glicerol fosfoetanol amina, la cual participa 

en el transporte y metabolismo de lípidos, se localiza en membrana y posee una alta 

afinidad de unión a la proteína acarreadora de acilos o ACP que se encuentra de manera 

soluble (Cooper et al., 1989). En este mismo perfil observamos la expresión del gen acpP, 

el cual codifica para una proteína acarreadora de acilos. Este tipo de proteínas funciona 

durante el crecimiento de cadenas de acilos como acarreador y como donador de cadenas 

de acilo durante la transferencia a las moléculas blanco; en rhizobios, están involucradas 

en la biosíntesis y transferencia de ácidos grasos comunes. En estos organismos se han 

reportado 3 tipos especializados de ACP´s, las tres son requeridas para la biosíntesis de 

moléculas de superficie celular y tienen un papel relevante en el establecimiento de la 

relación simbiótica (Geiger y López-Lara, 2002). 

El gen acnA codifica para una aconitasa, una enzima que participa en el ciclo de TCA. En B. 

japonicum el gen se expresa 10 veces menos en un crecimiento aeróbico respecto a un 

crecimiento anaeróbico. En una mutante acnA en vida libre, la actividad de la aconitasa 

disminuye en más del 70%, pero la habilidad de la bacteria de infectar y nodular plantas 

de soya no se ve afectada por lo que se plantea una copia adicional (Thöny-Meyer y 

Künzler, 1996). 

Los genes atpC, atpD, atpA, atpE y atpF codifican para ATP sintetasas F0F1 subunidades 

épsilon, beta, alfa, C y B´, respectivamente. Comparados con la expresión en fase 

exponencial, los genes involucrados en la producción de energía disminuyen 

drásticamente la expresión en bacteroides y durante la fase estacionaria en R. etli 

(Vercruysse et al., 2011).  
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 Los genes azuPd y azuPf, codifican para pseudoazurinas de cobre azul que probablemente 

participan como donadores de electrones para la nitrito reductasa. Estos genes podrían 

estar regulados por NnrR (Gómez-Hernández et al., 2011). 

El gen chvE codifica para un transportador tipo ABC para xilosa. En Agrobacterium hay una 

interacción física entre VirA y ChvE en el periplasma, lo cual enlaza a una señal en el 

citoplasma generada por compuestos fenólicos (Shimoda et al., 1993). Otro gen de 

transporte de xilosa, gguA, codifica para un transportador tipo ABC para xilosa de unión a 

ATP y se localiza en el perfil 10 (18 y MM). 

El gen cinI codifica para una N-Acil lactona sintasa (AHL). Se ha determinado que la 

expresión de este gen es dependiente de crecimiento, al eliminar la región promotora de 

cinR, éste se sobreexpresa. Las mutantes en cinI y en cinR tiene un efecto negativo en la 

fijación de nitrógeno ya que esta disminuye entre un 60 y 70%, comparada con la cepa 

silvestre de R. etli; además, mediante microscopia electrónica, se ha observado que los 

bacteroides de la mutante cinI no se diferencian completamente en comparación con los 

bacteroides de la cepa silvestre (Daniels et al., 2002).  

El gen clpP codifica para una proteasa subunidad proteolítica dependiente de ATP. En S. 

meliloti, ClpP es una de las 15 proteínas que modifican su expresión en cultivos con un pH 

ácido (Reeve et al., 2004). La proteína ClpP disminuye su expresión ante el pH ácido, lo 

que sugeriría que el pH en los nódulos R. etli-P. vulgaris es también ácido. 

El genes cyoB codifica para una citocromo O ubiquinol oxidasa, subunidad I, este tipo de 

citocromos se expresa bajo condiciones microaeróbicas y se localiza en el pE. La mutante 

cyoA (del perfil 8) que codifica para una citocromo O ubiquinol oxidasa, subunidad II, de R. 

etli CE3, crece adecuadamente en medio rico y medio mínimo en condiciones aeróbicas 

pero sufre una severa reducción en el crecimiento en medio mínimo en condiciones 

microaeróbicas (Landeta et al., 2011). En E. coli la proteína CyoB tiene una baja afinidad 

por el oxígeno y su expresión depende de pH (Egawa et al., 2011). 
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El gen cyaCe codifica para una adenilato ciclasa que cataliza la reacción 3´5´-AMP cíclico 

(AMPc) de ATP. En X. campestri el gen cyaC se expresa sólo en presencia de peróxido 

orgánico (Tellez et al., 2002). La expresión de las adenilato ciclasas cyaFch2, CH02560 y 

PE00177 tienen su punto máximo de expresión a los 18 ddi.  

El gen dapF codifica para una epimerasa diaminopimelato, ésta participa en la última 

parte de la síntesis de la lisina. El producto de DapF es el Meso-diaminopimelato, el cual 

está involucrado en la síntesis de peptidoglicanos como uno de los dos amino ácidos no 

proteinogénicos en los puentes de los pentapéptidos (Neef et al., 2011). 

El gen dnaK codifica para una chaperona, este tipo de proteínas confieren resistencia o 

tolerancia al estrés por temperatura. En R. etli en condiciones de crecimiento aeróbico 

(medio rico, medio mínimo con biotina o medio mínimo con tiamina) o en condiciones 

fermentativas (medio mínimo sin suplementos), DnaK  junto con GroEL y AniA fueron las 

proteínas que se mantuvieron constantes en expresión a lo largo de las diferentes 

condiciones evaluadas (Encarnación et al., 2003). 

El gen exoN codifica para una uridililtransferasa UTP-glucosa-1-fosfato. Los productos 

codificados por los genes exo están involucrados en la síntesis de succionoglicanos. La 

mutante exoN disminuye la producción de succinoglicanos pero es eficiente durante la 

simbiosis. La localización de la proteína ExoN es probablemente citoplasmática 

(Glucksmann et al., 1993). 

El gen fixHf del plásmido F codifica para una bomba de cationes de membrana y se regula 

por FnrR. En el perfil 7 (25 ddi, MM) se expresa el gen fixNd, localizado en el plásmido 

simbiótico. 

El gen flaCch1 codifica para una flagelina C. En R. leguminosarum los 7 genes que codifican 

para flagelinas se transcriben de manera individual. La mutante flaC produce filamentos 

flagelares cortos y como consecuencia reducen la motilidad, el “swimming” y el 

“swarming” (Tambalo et al., 2010). 
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El gen flaF codifica para un regulador de la biosíntesis de flagelo, funciona como un 

activador en la traducción de flagelinas, y pudiera ser requerido para el ensamble o 

secreción del filamento. En R. etli, en la mutante rsh, el gen flaF baja su expresión de 

manera significativa comparado con la cepa silvestre. En tanto el gen flgD que codifica 

para la proteína de modificación de la varilla del cuerpo basal de flagelo, al igual que flaF 

se expresan en la cepa silvestre contrastando con la mutante rsh (Vercruysse et al., 2011).    

 El gen fpr codifica para una reductasa ferredoxina-NADP+, es parte del COG C-Producción 

y conversión de energía, uno de los COG´s que contiene un mayor número de elementos  

en este perfil.  

Los genes ftsW y ftsZ codifican para proteínas de división celular. Se sugiere que FtsW 

cumple con dos funciones: reclutar el sitio de división y facilitar la síntesis septal de 

peptidoglicano a través de la transpeptidasa FtsI. En tanto, FtsZ es polimerizado para 

formar el anillo Z (Mercer y Weiss, 2002).  

El gen fumC codifica para una fumarato hidratasa. Al igual que otros genes del ciclo de TCA 

se sobreexpresa en VL. En R. etli en nódulos de 21 ddi mediante proteómica se identificó 

la proteína FumC junto con 7 proteínas más que participan en el ciclo de TCA (Resendis-

Antonio et al., 2011). FumC cataliza la conversión de fumarato a L-malato, la proteína es 

estable al calor por lo cual no requiere hierro para su actividad. La expresión en E. coli bajo 

condiciones anaeróbicas es baja (Park y Gunsalus, 1995). 

El gen fusA codifica para un factor de elongación, fusA es parte de los genes esenciales o 

“Housekeeping genes”, su secuencia se ha utilizado para construir filogenias en bacterias. 

El gen glnII codifica para una glutamino sintetasa II, ésta tiene un papel fundamental en el 

metabolismo de nitrógeno, participa catalizando la reacción de glutamato y amonio 

produciendo glutamina. En R. leguminosarum la transcripción de glnII es monocistrónica,  

y en la región promotora presenta un sitio de unión a RpoN y otro para NtrC, su regulación 

es dependiente de la disponibilidad de nitrógeno (Patriarca et al., 1992). En R. etli 

identificamos en su región promotora un sitio de unión para RpoN y otro para RpoE. 



107 
 

En este perfil observamos la expresión de los genes groELch2 y groELf los cuales codifican 

para chaperonas, además del gen groESch1 (el cual codifica para una co-chaperona). La 

expresión de las chaperonas y co-chaperonas de R. etli alcanza su máximo nivel en VL.  Las 

chaperonas están involucradas en el plegamiento correcto de la proteínas, además en el 

nódulo pudieran participar en el plegamiento de la nitrogenasa, en contender contra el 

estrés, en el ensamble correcto de los reguladores transcripcionales al DNA y en la 

translocación de proteínas entra la bacteria y la planta.  

El gen hbdA codifica para una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa. En R. sphaeroides 

participa en el metabolismo del polihidroxibutirato (PHB) catalizando una reacción 

dependiente de NAD (Fales et al., 2001).  

Los genes hemNd1 y hemNf codifican para unas coproporfirinógenos III oxidasas, 

involucradas en la biosíntesis del grupo hemo en bacterias anaeróbicas facultativas. En B. 

japonicum existen 2 genes hemN, en condiciones aeróbicas no se detectan cambios 

significativos en la expresión, pero en condiciones microaerobicas o anaeróbicas ambas se 

expresan más de 20 veces. Estos genes son regulados por FixK, y en condiciones 

anaeróbicas hemN1 es regulada parcialmente por NifA. La doble mutante hemN1-hemN2 

crece de manera normal en medio rico en condiciones aeróbicas. En microaerobiosis y en 

simbiosis la mutante con un efecto adverso mayor es hemN2 (Fischer et al., 2001). En el 

genoma de R. etli  además de los genes hemNd1 y hemNf, se localiza en el plásmido 

simbiótico el gen hemNd2, que forma parte del regulón NifA-RpoN (Salazar et al., 2010). 

Otro gene de este perfil es hflK el cual codifica para una proteasa serina hidrolasa 

transmembranal subunidad K. En P. aeruginosa la proteólisis es controlada por la proteasa 

de membrana FtsH, además es el mayor determinante de resistencia. HflK es un factor 

accesorio de la proteasa FtsH. Una mutante en hflK incrementa la sensibilidad a 

tobramicina (Hinz et al., 2011). 

El gen ibpA codifica para una proteína pequeña de choque térmico (sHsp); en B. 

japonicum, estos genes son regulados por ROSE y un elemento de regulación negativa 

“cis-acting”. La presencia de este tipo de proteínas es diversa tanto en cepas de 
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Bradyrhizobium como de Rhizobium, en contraste con otras bacterias en las cuales sólo 

detectan un promedio de 2 sHsp´s (Münchbach et al., 1999).  

En este perfil se ubica el gen lon, el cual  codifica para una proteasa; además, el gen hrm 

que codifica para una proteína de unión a DNA de nucleoide. El gen nrfA codifica para una 

proteína de unión a RNA del tipo Hfq, y el gen usg codifica para una fosforibosilantranilato 

isomerasa. 

El gen infB codifica para un factor del inicio de la traducción IF2. Para el inicio de la síntesis 

de proteínas se requiere de un complejo conformado por tres factores de iniciación, IF1, 

IF2 e IF3. El factor IF2 es una proteína de unión a GTP y está involucrado en la selección y 

unión de la fMet-tRNA (fMet) a la subunidad 30S del ribosoma. El gen infB de cloroplasto 

de frijol complementa la mutante infB de E. coli (Campos et al., 2001). 

El gen lpsA codifica para una peptidasa señal de lipoproteína. LpsA es la encargada de 

adicionar una hexosa a una heptosa distal. Una de las principales características que 

contrastan entre las bacterias en vida libre y las bacterias en simbiosis es la cantidad de 

lipopolisacáridos (LPS); en simbiosis la cantidad de LPS disminuye drásticamente (Palma, 

2009). 

El gen lpxD codifica para una UDP-3-O-[3-hidroximiristoil] glucosamina N-aciltransferasa, 

participa en el tercer paso de la biosíntesis del lípido A. En E. coli la mutante en lpxD es 

vunerable a antibióticos; debido a que se permeabiliza la membrana externa. La mutante 

también tiene un decremento en la síntesis de LPS (Roy y Coleman., 1994). 

El gen mraZ codifica para una proteína de división celular, en este perfil se localizan 

también los genes ftsW y ftsZ que codifican para proteínas de división celular. Cuando las 

bacterias se diferencian a bacteroide pierden la capacidad de división, por lo tanto los 

genes de división están reprimidos en la simbiosis.  
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Figura 16. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente en vida 
libre (MM 6h), a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) 
distribución de COG´s,  e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 
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El gen noeJ codifica para una manosa-1-fosfato guanililtransferasa, la cual está involucrada 

en la biosíntesis de lipopolisacáridos. En R. tropici, al caracterizar nueve mutantes con 

menor tolerancia a la sal, caracterizaron al gen noeJ. Al inocular plantas de P. vulgaris con 

la mutante noeJ se observó que se disminuye ostensiblemente la nodulación (Nogales et 

al., 2002). 

Los genes nuoE1, nuoF1 y nuoH1 codifican para una NADH deshidrogenasa subunidades E, 

F y H respectivamente. Los productos del locus forman parte de la bomba de protones 

NADH: quinona oxidoreductasa, la cual acopla la transferencia de electrones de NADH a 

ubiquinona con la translocación de protones a través de la membrana. Los genes nouEFH1 

son expresados en vida libre, en tanto, los genes nuoEB2 se expresan en simbiosis a los 18 

ddi (perfiles 2 y 8). 

El gen omp codifica para una lipoproteína de membrana externa. En B. melitensis Omp31 

forma oligómeros resistentes en bajas temperaturas a la desnaturalización por SDS, lo que 

es una característica de varias porinas de bacterias (Vizcaíno et al., 1996). 

El gen pdhA1 codifica para piruvato deshidrogenasa subunidad beta, el complejo de la 

piruvato deshidrogenasa cataliza la decarboxilación oxidativa del piruvato para producir 

acetil-CoA, lo que une la glicólisis con el ciclo de Krebs (Cabanes et al., 2000). El gen pdhA2 

alcanza su máxima expresión en el perfil 7 (25 ddi y MM). 

El gen phbB o phaB codifica para una reductasa acetoacetil-CoA, la cual es la segunda 

enzima de la vía de sintesis de PHB. Los genes phaA, phaB y phaC de S. meliloti son 

suficientes para la producción directa de PHB en una cepa de E. coli (Tombolini et al., 

1995). En R. etli, una mutante aniA presenta una drástica alteración de la expresión 

proteica, que incluye la ausencia de la proteína PhaB o PhbB, lo cual sugiere que AniA 

podría ser un regulador positivo de phaB (Encarnación et al., 2002). El gen con ID CH00017 

codifica para una depolimerasa de PHB intracelular y también se localiza en este perfil.  

El gen pilA codifica para un componente de pili tipo IV, subunidad pilin. En el endófito de 

pasto, Azoarcus sp. BH72, PilA es esencial para la colonización de la planta y es regulado 



111 
 

por densidad de población; además, junto con PilB son indispensables para la adhesión 

celular (Hauberg-Lotte et al., 2012).  

El gen plyA1 codifica para una polisacaridasa. En el perfil 10 (MM y 18 ddi) se ubica plyA2. 

Las proteínas PlyA, al igual que PlyB, son conocidas como glicanasas y degradan EPS y 

caboximetil celulosa. En R. leguminosarum plyA se expresa a muy bajo niveles en cultivos 

en vida libre. En simbiosis una doble mutante plyA-plyB no afecta la fijación de nitrógeno y 

tiene un efecto insignificativo en la nodulación (Finnie et al., 1998). También en R. 

leguminosarum observaron que para la activación de las glicanasas extracelulares (PlyA y 

PlyB) se requiere de EPS (Zorreguieta et al., 2000). 

Los genes ppiA y ppiB codifican para peptidilprolil cis-trans isomerasas péptido señal A y B 

respectivamente. En Lactococcus lactis el gen ppiA se expresa constitutivamente en 

condiciones normales y en estréses por choque térmico y peróxido. La mutante en ppiA no 

presenta un fenotipo obvio en las condiciones analizadas incluyendo estrés, a excepción 

de un ligero aumento en la sensibilidad a peróxido (Trémillon et al., 2012). El gen ppiD2 se 

ubica en el perfil 10 (MM y 18 ddi). 

El gen ptsP codifica para la enzima I del sistema de fosfotransferasa, en R. leguminosarum 

(Rlv3841) la mutante en ptsP presenta un fenotipo  pleiotrópico, formando colonias secas 

y con poco crecimiento en dicarboxilatos y nitrógeno orgánico. Además, la mutante ptsP 

presenta una muy baja actividad de un amplio rango de transportadores dependientes de 

ATP tipo ABC (Prell et al., 2012).   

Los genes rimJ, rplI, rplN, rplP, rplQ, rplY, rpmD, rpsB, rpsF, rpsH, rpsI, rpsJ, rpsN, rpsQ y 

rpsS, en el mismo orden codifican para una proteína ribosomal alanina acetiltransferasa, 

proteína ribosomal 50S L9, proteína ribosomal 50S L14, proteína ribosomal 50S L16, 

proteína ribosomal 50S L17, proteína ribosomal 50S L25/proteína de estrés general Ctc, 

proteína ribosomal 50S L30, proteína ribosomal 30S S2,  proteína ribosomal 30S S2, 

proteína ribosomal 30S S6, proteína ribosomal 30S S9, proteína ribosomal 30S S10, 

proteína ribosomal 30S S14, proteína ribosomal 30S S17,y para una proteína ribosomal 

30S S19, respectivamente. Los genes que codifican para proteínas ribosomales localizados 
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en otros perfiles, también presentan su máxima expresión en la condición de vida libre. El 

nivel de la expresión de genes que codifican para proteínas asociadas con la maquinaria 

de traducción está íntimamente relacionado con la velocidad de crecimiento. En 

bacteroides de R. leguminosarum y de B. japonicum, se observa que cerca de la mitad de 

genes que codifican para proteínas ribosomales son reprimidos cuando se comparan con 

bacterias de un cultivo en fase exponencial (Pessi et al., 2007; Karunakaran et al., 2009). 

El gen secD1 codifica para una translocasa bifuncional de preproteínas subunidad 

SecD/SecF. En Rhizobium sp. NGR234, 132 genes están relacionados con los procesos de 

secreción. Este rhizobio presenta el más amplio espectro de nodulación de leguminosas, 

en parte se debe a la cantidad de sistemas de secreción que presenta (Schmeisser et al., 

2009). El gen yajC codifica para una translocasa de preproteínas, la cual junto con SedDF 

controla el movimiento de la preproteínas a lo largo de la membrana (Duong y Wickner, 

1997). 

El gen sfuA codifica para una proteína tipo ABC para el transporte de hierro, la expresión 

del gen sfuB se observa en el perfil 5, y su máximo valor de expresión se observa en VL-

MM. Los productos de la región de los genes sfu de S. marcescens confirieren a una cepa 

de E. coli k-12 incapaz de sintetizar sideróforos, la capacidad de crecer en un medio 

limitado de hierro (Angerer et al., 1990). 

Los genes sucB y sucC codifican para una dihidrolipoamida acetil transferasa y para una 

succinil-CoA sintetasa subunidad beta, respectivamente. En R. leguminosarum la mutante 

sucC evita la expresión de sucAB, la mutante sucB aumenta los niveles de actividad de 

succinil-CoA y de malato deshidrogenasa (Walshaw et al., 1997). El gen mdh codifica para 

una malato deshidrogenasa. En R. leguminosarum se sugiere el que los genes mdh-

sucCDAB forman parte de un operón. 

El gen matC codifica para una proteína acarreadora de dicarboxilatos. El malonato es un 

ácido dicarboxilico de tres carbonos que es un inhibidor competitivo de la succinato 

deshidrogenasa. En R. leguminosarum bv trifolii la mutante es incapaz de llevar a cabo 

simbiosis con trébol (Kim et al., 2002). 
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El gen tcrX es un regulador de respuesta de dos-componentes. En R. etli el gen tcrX se 

induce por H2O2, NaCl y por paraquat, pero no por sacarosa; además, se expresa en fase 

estacionaria en condiciones microaeróbicas. La expresión de tcrX es dependiente de 

RpoE4. La mutante tcrX no presenta fenotipo al cultivarse bajo estrés osmótico ni 

oxidativo (Martínez-Salazar et al., 2009).  

El gen tesB codifica para una acil-CoA tioesterasa II. TesB cataliza la hidrólisis de palmitoil-

CoA a CoA y palmitato, en cepas de E. coli que presentan una larga deleción en el gen tesB 

crecen normalmente pero presentan un bajo nivel de actividad de tioesterasa (Naggert  et 

al., 1991) 

El gen tkt  codifica para una transcetolasa, la cual cataliza la transferencia de carbono. En 

S. meliloti una cepa con un defecto en el gen tkt-2, es sensible a H2O2 y a menadiona 

(Davies y Walker, 2007). 

El gen tolB codifica para la proteína de translocación TolB, la cual esta involucrada en la 

estabilidad de la membrana externa. TolB interactua con Pal cerca de la membrana 

externa. En E. coli defectos en cualquier elemento del sistema TolQR-TolB genera un 

defecto en la membrana externa, aumenta drásticamente la formación de vesículas, 

causando una salida de las proteínas periplasmáticas y las células son hipersensibles a 

agentes nocivos (Lazzaroni et al., 1999). 

Los genes vbsD, vbsG, vbsS y vbsO, en ese orden, codifican para  una proteína de flujo en 

membrana interna, una poliquétido sintasa, una péptido sintasa no-ribosomal para la 

biosíntesis de vicibactina y para una 6-monooxigenasa L-lisina (hidroxilasa lisina N(6)), 

respectivamente. En R. leguminosarum, los genes vbs están involucrados en la síntesis del  

sideróforo vicibactina, y su expresión depende del factor sigma extracitoplasmático RpoI. 

Ninguno de los genes vbs se requiere para la fijación simbiótica de nitrógeno (Carter et al., 

2002). 

Los genes traCa, trbH, trbJ, trbE, trbD, trbC y trbB, codifican para proteínas para la 

transferencia conjugativa C, H, J, E, D, C y B respectivamente. En R. leguminosarum los 
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genes trb están involucrados en la transferencia del pSim  (pRL1JI); una mutación en el gen 

trbL (ubicado en el perfil 4 (35 ddi) bloquea la transferencia del plásmido simbiótico 

(Wilkinson et al., 2002). En R. leguminosarum adyacentes a traI-trbBCDEJKLFGHI se 

localizan los genes bisR y traR. BisR induce la expresión de traR, en tanto TraR induce la 

expresión del operón traI-trb; la expresión es dependiente de “quórum sensing” a través 

de la concentración de homoserinas lactonas (Danino et al., 2003). 

El gen trxA1 codifica para una tiorredoxina. En S. enterica serovar Typhimurium, TrxA 

participa en el sistema de secreción tipo III para la virulencia y replicación intracelular. La 

mutante trxA no presenta virulencia en ratones, TrxA es necesaria para la inducción del 

sistema de patogenicidad de manera intracelular (Negrea et al., 2009). 

El gen tyrA codifica para una corismato mutasa, involucrada en la síntesis de aminoácidos 

aromáticos, catalizando la reacción de corismato a prefenato. En la relación 

endosimbiótica entre Blochmannia floridanus y hormigas carpintero, la expresión de los 

genes de las vías biosinteticas para aminoácidos aromáticos se incrementa al inicio de la 

interacción (Zientz et al., 2006). 

El gen ugpEc codifica para un transportador tipo ABC de sn-glicerol-3-fosfato. En E. coli 

éste es regulado de manera negativa por PhoR y PhoST y de manera positiva por PhoB, 

PhoM y PhoR. Cepas de E. coli capaces de utilizar glicerol-2-fosfato como única fuente de 

fosfato pierden la capacidad cuando se mutageniza el operón ugpBAECQ (Yang et al., 

2009). 

En este perfil son notorios los genes que codifican para proteínas ribosomales, factores de 

traducción y otros “housekeeping genes”, además de genes cuyos productos participan en 

la generación de energía, genes de división celular y los genes trb para la transferencia 

conjugativa. Los grupos enriquecidos que corresponden a este perfil son: ribosomas, 

componentes del TCA, fosforilación oxidativa, el sistema de transporte tipo IV y el ciclo 

reductivo del carboxilato (fijación de CO2) (Fig. 30).  Los reguladores de la familia AraC que 

son activadores transcripcionales son los que predominan con 2 elementos de 4 

localizados, en cuanto a sitios de unión a DNA identificados RpoD y RpoE con 22 y 20 
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elementos los más abundantes seguidos por HipB y OxyR con 15. Varios de los sitios 

consenso para los cuales se realizó la búsqueda, en este perfil aumentan. El COG J-

Traducción aumenta un poco más de dos veces en este perfil respecto al promedio total 

de los 10 perfiles (11% contra 5%), además del COG O-Modificación postraduccional, 

chaperonas y renovación de proteínas aumenta del 4% en promedio de los 10 perfiles al 

8%, el COG C-Producción y conversión de energía con el 11% en este perfil contra el 6% en 

promedio de los 10 perfiles, por último en este perfil el COG U-Tráfico y secreción 

intracelular (genes trb) alcanza su máximo porcentaje con el 4%. El porcentaje promedio 

de todos los perfiles en los elementos que componen este COG es del 1%. Los COG´s que 

disminuyen en porcentaje de elementos en este perfil respecto al promedio total de los 10 

perfiles son: COG E-Transporte y metabolismo de aminoácidos disminuye de un 8% en los 

10 perfiles al 4%, el COG F-Transporte y metabolismo de nucleótidos del 4% en promedio 

disminuye al 2% en este perfil, y el COG P-Transporte y metabolismo de iones inorgánicos 

disminuye de un 4% al 2% en este perfil (Fig. 16, inciso d, comparar con fig. 24, inciso c). 

Perfil 4, 35 ddi 

Este perfil, está conformado por los genes expresados a los 35 ddi el punto más lejano de 

la simbiosis analizado en este trabajo. 

El gen atpB, codifica para una ATP sintetasa subunidad A. En la cianobacteria 

Trichodesmium IMS101 el elevar la concentración de CO2 y la cantidad e intensidad de la 

luz, produce un decremento en la concentración de varias proteínas clave en la fijación de 

nitrógeno y carbono como NifH, PsbA y PsaC, mientras que las concentraciones de AtpB y 

RbcL no sufren cambios significativos. Levitan y col., proponen que el mantener los niveles 

de proteínas o incluso reducir la biosíntesis de proteínas pudiera liberar energía para 

utilizarla en el incremento de la fijación de N2 y el crecimiento en un medio con elevada 

pCO(2) y luz (Levitan, et al., 2011). El gen atpI codifica para una ATP sintetasa subunidad I. 

Como otras enzimas, la actividad de la ATP sintetasa es reversible; grandes cantidades de 

ATP generan un cambio en el gradiente de protones transmembranal. Este es utilizado por 

las bacterias en fermentación que no presentan un transporte en la cadena de electrones, 
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e hidrolizan ATP, el cual es utilizado por el flagelo y el transporte de nutrientes dentro de 

la célula. Los genes atpI y atpB, tienen los ID continuos CH00863 y CH00864, 

respectivamente, lo que probablemente indique que están en operón. 

El gen bglS codifica para una endo-beta-1,3-1,4-glucanasa o beta-glucosidasa, las termitas 

en simbiosis con bacterias como Dyella sp., Chryseobacterium sp., y Bacillus sp., son 

capaces de digerir celulosa en su sistema digestivo. La actividad en el aparato digestivo de 

Reticulitermes speratus de la endo-beta 1,4-glucanasa, en 16 cepas bacterianas aisladas, 

fue baja en todos los casos. Chau y col., 2010 suponen que esta baja actividad es debido a 

que es realizada por las enzimas de la termita y de los protozoarios en el sistema 

digestivo, por lo tanto las glucanasas de las bacterias sólo tienen que funcionar para el 

sistema de degradación bacteriano (Chau et al., 2010). 

El gen birA codifica para una biotina [acetil-CoA carboxilasa]-sintetasa. La biotina funciona 

como una coenzima para las 5 caboxilasas dependientes de biotina. La BirA ligasa, que es 

la contraparte procariotica de la acetil-CoA carboxilasa, juega un papel critico en la 

señalización celular y en el remodelamiento de la cromatina durante la regulación de la 

biosíntesis de de biotina en procariotes (Kobza et al., 2008) 

El gen cycJ codifica para una proteína para la biosíntesis de citocromo-C, junto con los 

genes cycHKL es esencial para la biogénesis de este citocromo.  CycJ esta constituido por 

164 aminoácidos, estudios de localización lo ubican en el espacio periplasmático, y que 

probablemente está anclada a la membrana citoplasmática vía un dominio hidrofóbico 

amino terminal (Ritz et al., 1995). En R. etli, la mutante en cycHJKL tiene la capacidad 

íntegra de nodulación pero es incapaz de  fijar de nitrógeno (Tabche et al., 1998).  

El gen dppCch, codifica para una permeasa de tipo ABC transportadora de dipéptidos. 

Mutantes en R. leguminosarum fueron severamente afectadas en el importe del ácido 

delta-aminolevulinico (ALA), un precursor hemo. La toma de ALA es antagonizada en la 

presencia de dipéptidos, lo que indica que ambas moléculas utilizan el mismo transporte. 

En el modelo V. faba-R. leguminosarum, mutaciones en dppABCDF no presentan un 

fenotipo simbiótico, lo que indica que el ALA necesario para la síntesis de hemo no es 



117 
 

suplementada por la planta, tampoco se ha identificado otro sistema de transporte que 

funcione en los bacteroides, lo que sugiere que los bacteroides producen suficiente ALA. 

Por otro lado, los transcritos de dppA y dppB contienen inversos repetidos que pudieran 

estabilizar el RNA mensajero, el promotor para el operón dppABCDF es de tipo sigma70 

(Carter et al., 2002).  

El gen fdsD codifica para la proteína formiato deshidrogenasa NAD-dependiente 

subunidad delta. En condiciones anaeróbicas y en ausencia de un agente alternativo de 

oxidación, la regeneración de NAD+ es acoplada a la fermentación utilizando NADH para 

reducir intermediarios metabólicos. Por lo que un incremento en la disponibilidad de 

NADH produciría un efecto en la distribución metabólica. En E. coli, la sobreexpresión de 

una fdh NAD(+)-dependiente incrementa al doble la producción de NADH de 2 a 4 moles 

de NADH/mol por glucosa consumida, incrementando la densidad celular y provocando un 

cambio significativo en la concentración final de ambos modelos anaeróbico y aeróbico. 

Bajo condiciones anaeróbicas, la producción de los metabolitos reducidos fue favorecida, 

como se evidencia con un dramático incremento en la relación entre etanol/acetato. Pero 

lo más interesante, es la observación durante el crecimiento aeróbico, en donde el 

incremento en la disponibilidad de NADH induce un cambio a fermentación aún en la 

presencia de oxígeno (Berríos-Rivera et al., 2002). 

El gen fmt codifica para una metionil-tRNA formiltransferasa, su función es modificar el 

grupo amino libre del aminoacil del metionil-tRNA (fMet) el cual es importante en el inicio 

de la traducción. La inactivación de este gen en E. coli tiene un efecto severo en el 

crecimiento (Meinnel et al., 1993). 

El gen hisS codifica para una histidinil-tRNA sintetasa, funciona en la traducción de 

proteínas y es la responsable del anclaje del correspondiente tRNA, esta proteína es 

dependiente de ATP (Freedman et al., 1985). 
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Figura 17. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente a los 35 
ddi, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) distribución de COG´s,  
e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 
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El gen gabT, codifica para una aminobutirato aminotransferasa (GABA). En R. 

leguminosarum mutantes en gabT aún son capaces de crecer en GABA como única fuente 

de carbono y nitrógeno. Bajo condiciones de vida libre gabT es inducido por GABA y 

reprimido por succinato, la regulación transcripcional  es mediada por GabR que actúa 

como represor. Durante la simbiosis gabT es altamente expresado en la zona simbiótica III 

aunque la mutante gabT aún es efectiva durante la fijación de nitrógeno (Prell et al., 

2002). Dos vías para el metabolismo de GABA fueron identificados en R. leguminosarum, 

en una de ellas participa GabT y en la otra vía GabD. Mutantes en gabT, opaA y gabD no 

pueden usar GABA pero fijan nitrógeno, los autores proponen que si bien el catabolismo 

de GABA no es esencial para fijar nitrógeno, este puede tener un papel en la generación 

de energía y en el paso del brazo de descarboxilación del ciclo del ácido tricarboxilico 

(Prell et al., 2002).  

El gen guaB codifica para una inositol-5-monofosfato deshidrogenasa. En R. tropici 

realizando una búsqueda de cepas sensibles a altas temperaturas observaron que la 

mutante en guaB no crece en condiciones de altas temperaturas. La mutante no requiere 

guanina para crecer debido a una vía alternativa a través de la deshidrogenasa de xantina. 

Además de la sensibilidad al calor, la mutante guaB presenta un fenotipo simbiótico 

formando nódulos carentes de rhizobios (Riccillo et al., 2000). En un artículo posterior los 

autores utilizaron los promotores para nodA, bacA y nifH fusionados al gen guaB, siendo el 

promotor para nodA el que recobró el fenotipo silvestre; lo que indicaría que GuaB se 

requiere en las etapas iniciales de la interacción. La mutante guaB en S. meliloti induce 

nódulos normales en alfalfa y en M. truncatula, y analizando la mutante guaB de R. tropici 

en L. leucocephala ésta no presenta fenotipo simbiótico, por lo que sugieren que guaB es 

requerido para la simbiosis pero sólo en el caso de plantas que forman nódulos 

determinados (Collavino et al., 2005).  

El gen ilvA codifica para una treonina deshidratasa, la cual es esencial para la biosíntesis 

de aminoácidos, en la asociación entre bacterias del género Buchnera y afidos, la treonina 

deshidratasa se sintetiza en el áfido, ya que Buchnera no la codifica en su genoma. La 
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biosíntesis de aminoácidos esenciales por parte del hospedero sugiere que esto le permite 

controlar el metabolismo de la bacteria (Wilson et al., 2010). 

El gen lldD codifica para una deshidrogenasa (citocromo) L-lactato. En E. coli,  en presencia 

de lactato el gen es inducido y regulado por LldR, el cual actúa como un activador o 

represor. En ausencia de lactato LldR se une a los sitios O1 (-105 a -89) y O2 (+22 a +38), 

probablemente formando una horquilla de DNA, lo que evita la transcripción. En presencia 

de lactato, este se une a LlrR, lo que produce un cambio que puede disgregar la orquilla 

del DNA, esto permite la formación del complejo abierto (Aguilera et al., 2008). 

El gen mcpA codifica para una proteína receptora de estímulos quimiotácticos aceptora de 

grupos metilos. En la bacteria intracelular Burkholderia se ha demostrado que ésta se 

mueve a través del micelio extrarradicular de las estructura de los hongos y esto ocurre en 

la raíz de la planta hospedera, probablemente en respuesta a un estímulo quimiotáctil 

(Bianciotto et al., 1996). La motilidad de la bacteria se puede detectar hacia compuestos 

orgánicos del medio, muchos de los cuales pueden ser utilizados como fuentes de carbono 

y nitrógeno. La mayoría de las Burkholderia se localizan en vacuolas que contienen una 

gran cantidad de proteínas. Cuando inicia el proceso de esporulación y la disponibilidad de 

proteínas disminuye dramáticamente, probablemente  la bacteria utiliza a McpA, para 

buscar nuevas fuentes de energía ya sea en el hongo o en la planta, moviéndose a través 

de ellos (Minerdi et al., 2002). 

El gen mdcF codifica para una proteína transportadora de malonato. El malonato es un 

ácido dicarboxilico compuesto por tres carbones cuya función e importancia durante la 

simbiosis ha sido comprobado; incluso, debido a su abundancia en el nódulo se ha 

propuesto que el malonato pudiera ser la mayor fuente de carbono en el bacteroide. 

Mutantes en genes que codifican para enzimas del metabolismo de malonato en vida libre 

no presentan fenotipo en esta etapa pero en simbiosis se observa una marcada reducción 

del crecimiento del nódulo, a primera vista los nódulos lucen similares a los de la cepa 

silvestre, pero al hacer un corte, los nódulos de la mutante (en este caso matB) presentan 
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zonas senescentes y bacteroides empaquetados con vacuolas y gránulos de almidón (Kim, 

2002). 

En este perfil también observamos la expresión del gen minE el cual codifica para un 

factor de división celular de especificidad topológica y pertenece al COG D.   

El gen nodI codifica para una subunidad de transporte de factores de nodulación. La 

mutante en nodI de Oxytropis arctobia presenta un fenotipo simbiótico Nod+ pero con un 

menor número de nódulos respecto a la silvestre en la planta Onobrychis viciifolia. 

Además, los nódulos son 10 veces más pequeños, aunque esta reducción no fue 

observada en Astragalus cicer (Cloutier et al., 1996). 

El gen nodS codifica para una metil transferasa. La mutante nodS en R. tropici CIAT899 es 

incapaz de producir nódulos (Waelkens et al., 1995). 

El gen nrtB codifica para una permeasa tipo ABC transportadora de nitrato. El nitrato en 

los suelos es la forma dominante de nitrógeno inorgánico, y puede ser fácilmente 

asimilado por bacterias, hongos y plantas. En la bacteria Aspergillus nidulans se determinó 

que los productos de los genes nrtA (CrnA) y nrtB (CrnB) involucrados en el transporte de 

nitrato tienen un efecto indirecto sobre la activación de NirA, que en esta bacteria es el 

regulador maestro de los genes involucrados en el metabolismo del nitrato (Schinko et al., 

2010).  

El gen ocs codifica para octopina deshidrogenasa. A. tumefaciens induce tumores en 

plantas y en respuesta éstas liberan octopinas que son utilizadas por la bacteria para 

colonizar al hospedero. Varios tipos de opinas proveen fuentes de nitrógeno, fosforo y 

carbono, y recientemente se reportó la toma de sulfuro a través de una sulforoctopina. El 

sulfuro es un elemento esencial para este patógeno (Flores-Mireles et al., 2012). 

El gen oppC codifica para un transportador de oligopéptidos tipo ABC, en el perfil 10 

(18ddi y VL) se expresa el gen oppA. Estos transportadores son requeridos para la toma de 

tetrapéptidos y de ciertos tripéptidos como 3Ala y bialafos (este último es un herbicida 

natural que inhibe a la glutamina sintetasa en plantas). En S. meliloti, las mutantes en este 
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tipo de transportadores no tienen un efecto en el establecimiento de la interacción 

(simbiosis) con la alfalfa; en vida libre, a diferencia de los genes dpp los genes opp se 

expresan en fase estacionaria (Nogales et al., 2009). 

El gen rbsCch2 codifica para un transportador de ribosa tipo ABC, en el perfil 6 (genes 

expresados a los 18 y 35ddi) se identificó el gen rbsCch3. Estos genes codifican para una 

proteína transmembranal. En M. loti se caracterizaron dos compuestos, uno de ellos la 

rhizolectina, ésta no es utilizada como fuente de carbono ni de nitrógeno. A diferencia de 

las bacterias S. meliloti, R. trifolii o A. tumefaciens que no pueden degradar la rhizolectina, 

M. loti NZP2037 tiene la capacidad de degradarla e incluso uno de los productos de la 

degradación pudiese ser ribosa. En M. loti NZP2037 esta pentosa se ha utilizado como 

fuente de carbono en el medio S-30 con resultados positivos en el crecimiento (Scott et 

al., 1987).  

El gen thyA codifica para una timidilato sintasa; el timidilato es esencial para la 

construcción de bloques de DNA y se sintetiza a partir de deoxiuridilato utilizando la 

enzima timidilato sintasa (TS), o bien de timidina (dT) utilizando la timidina cinasa (TK).  En 

Mycoplasma pneumonidae la sobre expresión de la timidina cinasa complementa la 

pérdida de la timidilato sintasa, aunque los autores proponen que podría existir una TS 

alternativa en el genoma de M. pneumonidae (Wang et al., 2010). 

El gen trbL codifica para una proteína de conjugación. El R. leguminosarum los genes trb 

están involucrados en la transferencia del pSim  (pRL1JI), una mutación en el gen trbL 

bloquea la transferencia del plásmido simbiótico (Wilkinson et al., 2002). El resto de los 

genes del operón trb pertenecen al perfil 3 (VL). 

En resumen el perfil número 4, a pesar de no estar constituido por un amplio número de 

elementos, es uno de los más interesantes ya que contiene genes que se expresan más 

abundantemente en el punto más tardío de la fijación de nitrógeno determinado en el 

presente trabajo, ya que fue hasta este punto en donde se obtuvo una buena cantidad y 

calidad de RNA. A los 35 días, la expresión de los genes de fijación de nitrógeno así como 

la actividad de la nitrogenasa es la más baja de los 5 puntos de la simbiosis análizados por 
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lo que proponemos que la bacteria prácticamente ha dejado de fijar nitrógeno. Los genes 

en este punto pertenecen a diversos grupos funcionales, pero principalmente al G-

Transporte y metabolismo de carbohidratos. El promedio de los elementos de cada perfil 

que constituyen este grupo funcional en los 10 perfiles es del 10%, y en este perfil 

aumenta al 13%. Destacan los genes que codifican para proteínas transportadoras de 

azúcares tipo ABC, además de rbsCch2, y el gen con ID RHE_PC00213 que codifica para 

una proteína que es parte del sistema de transporte de C4-dicarboxilato. También el COG 

E-Transporte y metabolismo de aminoácidos, aumenta del 8 al 11%, el COG Q-Transporte, 

biosíntesis y catabolismo de metabolitos secundarios, aumenta del 2 al 4%. En cuanto al 

análisis de GSEA, los grupos enriquecidos observados están involucrados en la biosíntesis 

de Aminoacil-tRNAs, y para el metabolismo de piruvato (Fig. 29). Destaca la presencia de 

transportadores para utilizar diferentes fuentes de carbono como los transportadores tipo 

ABC para azúcares, RbsC para utilizar ribosa, y con el producto del gen hipotético 

RHE_PC00213 para dicarboxílicos. También la presencia de genes que pudieran ser claves 

en cambios metabólicos, como por ejemplo, el gen birA cuyo producto en E. coli esta 

involucrado en la biosíntesis de la biotina a su vez relacionada directamente con el 

metabolismo del piruvato (enriquecido positivamente a los 35 ddi). Otros como el gen 

mcpA cuyo producto participa activamente en la quimiotaxis y su función ayuda a la 

bacteria dentro del huésped en la búsqueda de nuevas fuentes tanto de carbono, como 

nitrógeno, entre otros. Toda esta información sugiere que las bacterias no diferenciadas 

pero presentes dentro del nódulo están en este punto de la simbiosis en un proceso 

metabólico que les permitirá, al salir del nodulo tener la capacidad de re-colonizar el 

suelo. Un dato más que sustenta esto, es  la expresión del gen guaB, cuyo producto 

participa activamente en la biosíntesis de nucleótidos, también a destacar es la expresión 

de minE cuyo producto participa en la división celular, el gen minD lo ubicamos en el perfil 

2.  

Después del perfil 1 (11 ddi), este es el perfil que más cajas Nod tiene, lo que sugiere que 

los productos de los genes de nodulación pudieran participar en el mantenimiento y 

desarrollo del bacteroides en tiempos tardíos, a partir de los 28 ddi las membranas del 



124 
 

simbiosoma comienzan a degradarse (Cermola  et al., 2000), por lo que suponemos que a 

los 35 ddi los bacteroides nuevamente entran en contacto con células de la planta sin 

infectar y en respuesta liberan señales propias del inicio de la interacción. Un dato por 

demás interesante es la expresión en este perfil del gen ypd00010 ya que en el análisis in 

silico, en donde definimos el regulón NifA-RpoN, se identificaron ambos sitios de 

regulación (Salazar et al., 2010); sin embargo, en los análisis de expresión mediante 

transcriptomas realizados en vida libre (microaerobiosis) y en simbiosis con P. vulgaris a 

los 11 ddi no se detecta un cambio en la expresión  de este gen al comparar la mutante 

nifA y la cepa silvestre. Proponemos que NifA aún participa a los 35 ddi. En la búsqueda de 

sitios de regulación utilizando el programa “RSA-Tools” (ver material y métodos)  

nuevamente localizamos ambos sitios (NifA y RpoN) sobre la región promotora de 

ypd00010, pero no detectamos ningún otro sitio para hipotetizar sobre la regulación 

específica de este gen en este perfil, por lo que ahora lo incluimos como parte del regulón 

RpoN2-NifA. En cuanto a reguladores transcripcionales en este perfil, los genes con ID´s 

CH00547, CH02438 y CH02808 codifican para un posible regulador transcripcional, para 

un miembro de la familia AsnC y para un regulador miembro de la familia AraC, 

respectivamente. Los genes de la familia Lrp/AsnC (proteína regulatoria de respuesta a 

leucina/asparagina sintetasa C) son conocidos como proteínas de festin/hambruna (FFRPs 

por sus siglas en inglés). Estas regulan múltiples metabolismos celulares globalmente (Lrp) 

o específicamente (AsnC), tales como metabolismo de aminoácidos, síntesis de pili, 

transacciones de DNA durante la reparación de DNA y la recombinación, y también 

podrían estar implicados en la persistencia de las bacterias en este punto de la simbiosis. 

Perfil 5 (MM y 35 ddi) 

En este perfil se observaron genes expresados a los 18, 35 ddi y en VL-MM6h donde se 

observa la mayor expresión (Fig. 18), en total son 60 genes entre los que destacan los que 

a continuación se describen.  

El gen afuB codifica para una permeasa de hierro (III) transportador tipo ABC. En P. 

fluorescens HV37 las proteínas AfuA y AfuB son determinantes para la producción de 
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antibióticos regulados de manera transcripcional por la presencia u ausencia de la glucosa 

(Gutterson et al., 1988), además como se describe en el perfil 2, las proteínas Afu se 

localizan en membrana y son marcadores en el proceso de infección de brucelosis en alces 

de la región de Wyoming (Lowry et al., 2010).  

El gen argS codifica para arginil-tRNA sintetasa, funciona en la traducción de proteínas y 

es la responsable del anclaje del correspondiente tRNA, ésta funciona dependiente de ATP 

(Eriani et al., 1989). 

En este perfil se ubican varios genes para la maduración de citocromo. Como el gen ccmB, 

el cual codifica para una permeasa hemo transportador tipo ABC, (involucrada en la 

biogénesis de citocromo). Los genes ccmI y ccsA codifican para proteínas de la biogénesis 

de citocromo tipo-C; en tanto, el gen coxP codifica para una proteína citocromo-c oxidasa 

subunidad III. Estos genes compartidos por el tiempo 35 ddi y la condición de medio 

mínimo pudiesen indicar que a este tiempo en el nódulo hay un proceso de cambio en 

cuanto a la disponibilidad de oxígeno se refiere, aunque el fenotipo en bacterias de 

mutantes en ccm es diverso; por ejemplo pierden la capacidad de producción y utilización 

de sideróforos, reducen la capacidad de crecer en condiciones de bajo contenido de hierro 

y disminuyen su habilidad de crecer en células huésped (Cianciotto et al., 2005).  En 

Legionella pneumophilla, una mutante ccmB es incapaz de crecer en concentraciones 

bajas de hierro y disminuye su crecimiento intracelular en la amiba acuatica Hartmannella 

vermiformis y en la línea celular de macrófagos de humano (Polesky et al., 2001).  

El gen ctaB codifica para una farnesil transferasa protohemo IX, junto con ctaA, codifican 

para enzimas requeridas para la biosíntesis de hemo A. Este es el grupo prostético para las 

citocromos aa3 (quinol oxidasa) y caa3 (citocromo oxidasa C). CtaB es la enzima 

responsable de la conversión del hemo B a hemo O, en tanto que CtaA participa en la 

conversión de hemo O a hemo A. En B. subtilis, la expresión de ctaB se incrementa al 

suplementar el medio con fuentes de carbono no fermentables, o bien en baja 

concentración de glucosa (1%). La represión catabólica depende de CcpA (Liu y Taber., 
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1998), además requiere de los reguladores globales ResD y ResE, involucrados en la 

respiración aerobica y anaeróbica (Zhang y Hulett., 2000).  

El gen dadX codifica para una alanina racemasa. Las proteínas DadA y DadX son las 

responsables del catabolismo para alanina. En R. leguminosarum, el gen dadX se comparó 

a nivel transcripcional en diferentes fuentes de carbono, como succinato y glucosa, ambas 

en vida libre. Se observó que la expresión de dadX es 10 veces mayor en succinato, 

extrapolando el dato los autores indican la importancia del metabolismo de alanina en el 

crecimiento de R. leguminosarum utilizando ácidos dicarboxílicos como sustrato. En el 

mismo trabajo utilizando como fuente de carbono a piruvato, no se observó la inducción 

de dadX ni de dadA, y al comparar la expresión en bacteriodes respecto a vida libre, sólo 

en la comparación bacteroide-glucosa se detecta la expresión de dadX; en tanto, en la 

comparación succinato-bacteroide la expresión de este gen es mayor en vida libre, esto se 

debe a que tanto el gen dadX como los genes dctA y pckA, son fuertemente inducidos por 

ácidos dicarboxílicos (Karunakaran et al., 2009). 

El gen eft codifica para una flavoproteína para transferencia de electrones. Se ha 

determinado en simbiosis los productos de los genes fixABCX son los que que participan 

en la transferencia de electrones. Estos genes también han sido descritos como 

indispensables para la fijación de nitrógeno. En el perfil 10 (18 y MM), detectamos la 

máxima expresión de etfAch; el producto de este gen  también fue identificado mediante 

proteoma de bacteroides a los 18 ddi (Resendis-Antonio et al., 2011). 

El gen ftsH codifica para una metaloproteinasa involucrada en división celular. En E. coli 

esta proteína se requiere para modular la concentración de LpsX (una proteína de síntesis 

de lipopolisacáridos), aunque LpsX en alfaproteobacterias, como A. tumefaciens y R. 

capsulatus, también es degradada por la proteasa Lon (Langklotz et al., 2011). En R. etli, 

en un trabajo sobre la alarmona (p)ppGpp, se detecta que ésta regula un grupo de genes 

que codifican para proteasas que incluye a ftsH y lon (Vercruysse et al., 2011). Las 

proteasas contienden con el mal plegamiento y la desnaturalización de las proteínas; 

durante condiciones de estrés, éstas aumentan su expresión ya sea para prevenir la 
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agregación o bien para reciclar aminoácidos. El aumento de su expresión y de 4 peptidasas 

más en una mutante rhs de R. leguminosarum indican que más que un aumento en la 

actividad traduccional se debe a un defecto o disrupción de la homeóstasis de proteínas 

(Vercruysse et al., 2011).  En el perfil 3 (MM 6h) se localizan dos genes más que codifican 

para proteínas de división celular ftsZ2 y ftsW, que indican que la expresión de este grupo 

de genes se presenta en bacterias que están en crecimiento y división constante; sin 

embargo, como se menciona al inicio del perfil, la máxima señal de los genes se presenta 

en la condición de medio mínimo. 

El gen gguC inicialmente se caracterizó en Agrobacterium por su vecindad con el gen chvE 

cuyo producto tiene un papel indispensable en la virulencia de Agrobacterium. Los genes 

gguABC fueron propuestos para el transporte de glucosa y galactosa. Mutantes en estos 

genes no presentan un efecto en la virulencia de Agrobacterium sobre Kalanchoe 

diagremontiana; ni en el crecimiento en 1 mM de galactosa, glucosa, xilosa, ribosa, 

arabinosa, fucosa, o sacarosa; ni en la quimiotaxis en glucosa, galactosa, xilosa, ni 

arabinosa (Kemner et al., 1997). 

El gen hrcT codifica para una proteína de translocación del sistema de secreción tipo III. El 

sistema tipo III se ha analizado en diferentes modelos durante la simbiosis, obteniendo 

diferentes resultados, por ejemplo en Sinorhizobium sp. NGR234 la mutación en este 

sistema afecta la simbiosis de manera específica de acuerdo con el hospedero, ya que en 

V. unguiculata y L. leucocephala no tiene un efecto, en Pachyrhizus tuberosus tiene incluso 

un efecto benéfico y en un tercer grupo como en el caso de Tephrosia vogelii en donde se 

requiere para una simbiosis efectiva. En B. japonicum USDA110, S. fredii HH103 y 

USDA257, M. loti MAFF303099 y R. etli CNPAF512, mutantes en genes del sistema tipo III 

afectan la simbiosis de manera específica (Fauvart y Michiels, 2008). 
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Figura 18. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente en vida 
libre (VL), 18 y 35 ddi, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) 
distribución de COG´s,  e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 
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El gen ilvI codifica para una subunidad catalítica de acetolactato sintasa 3. En el perfil 2  

también está presente el gen ilvD2 (18 ddi) y en el perfil 4 el gen ilvA (35ddi). En S. meliloti 

una mutante en ilvI tiene una disminución en la eficiencia de la infección en alfalfa y al 

igual que la mutante ilvD, sólo producen algunos pseudonódulos (Pobigaylo et al., 2008).  

El gen mtgA codifica para una transglicosilasa biosintética monofuncional péptidoglicano. 

MtgA sintetiza cadenas lineares de glicano a partir de precursores unidos a lípidos y 

funciona durante la biosíntesis de péptidoglicano. En Brucella aburtus la activación del gen 

mtgA es detectable a cierto nivel en macrófagos, pero no en cultivos de agar lo cual es 

incierto. Los autores explican que esto pudiera ser una respuesta a daño de la capa de 

péptidoglicanos de la bacteria en el fagosoma (Eskra et al., 2001). Por otro lado, en R. 

leguminosarum y en R. etli (nódulos determinados), BacA es una proteína integral de 

membrana, y una mutación incrementa la resistencia a los antibióticos bleomicina y Bac7; 

además, aumenta la sensibilidad a SDS y a vancomicina. En nódulos indeterminados, una 

mutante en BacA después de ingresar por el hilo de infección es lisada y por lo tanto no 

llega a producir nódulos maduros. En ensayos de expresión de la mutante bacA, utilizando 

microarreglos, no se observan cambios respecto a la cepa silvestre esto en vida libre y en 

nódulos determinados; pero en bacteroides de nódulos indeterminados, los genes que 

codifican para componentes de membrana celular representan más de la mitad de los 

cambios de expresión entre la mutante bacA y la cepa silvestre. Entre los genes que 

codifican para enzimas que pueden afectar la estabilidad de la membrana y la estructura 

de los péptidoglicanos, se encuentra una fosfolipasa (RL2533) que reduce 3 veces su 

expresión y el gen que codifica para la péptidoglicano transglicosilasa (mtgA) que 

disminuye su expresión 5 veces (Karunakaran et al., 2010).  

El gen ntrC codifica para una proteína de regulación de nitrógeno (sistema de dos 

componentes). Si bien nuestros resultados agrupan la expresión de este gen con otros que 

se expresan en MM y a los 18 y 35 ddi, la máxima expresión de ntrC se observa a los 35 

ddi (log 0.82), seguido del tiempo 18 ddi (log 0.47) y finalmente MM (log 0.13). A los 18 

ddi ntrY, que también pertenece al sistema de dos componentes en la regulación de 

nitrógeno; alcanza su máxima expresión (log 1.1). NtrC funciona como un activador 
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transcripcional que modula la expresión de genes en respuesta de la concentración de 

nitrógeno, NtrB es una histidina cinasa que fosforila a NtrC bajo condiciones limitantes de 

nitrógeno y también puede funcionar como fosfatasa para desfosforilar NtrC en 

condiciones de exceso de nitrógeno. Una mutante en ntrC no afecta la expresión de los 

genes fixNOQP; adicionalmente, en R. leguminosarum una mutante en ntrC continúa 

utilizando nitrato como única fuente de nitrógeno (Moreno et al., 1992) y en S. meliloti 

una mutante en ntrC no afecta la capacidad de fijación de nitrógeno (Szeto et al., 1987).  

El gen nuoL codifica para una NADH deshidrogenasa subunidad L. La bomba de protones 

NADH: ubiquinona oxidoreductasa complejo I de respiración, de la cual NuoL forma parte, 

acopla la transferencia de electrones de NADH a ubiquinona con la translocación de 

protones a través de la membrana. En E. coli, mediante la intervención de NuoN, el 

complejo está compuesto por 13 subunidades llamadas NuoA y contiene un FMN y 9 

grupos hierro-sulfuro (Flemming et al., 2005). El gen nuoB, codifica para la subunidad B de 

una NADH deshidrogenasa, en E. coli es regulada por O2 y nitrato vía ArcA, NarL, FNR e 

IHF, incluso por DctD (Bongaerts et al., 1995). El gen nuoB2 presenta su máxima expresión 

a los 18 ddi (perfil 2). Los genes nuoE1, nuoF1 y nuoH1 presentan su máxima expresión en 

el perfil 3 (MM), en tanto que el gen nuoA1 la tiene en el perfil 6 (11, 18 y 35 ddi) y el gen 

nuoE2 en el perfil 8 (18, 35 ddi y MM).  

El gen pssA1 codifica para una CDP-diacilglicerol-serina O-fosfatidil transferasa o proteína 

de producción de exopolisacáridos. El gen pssA3 participa en la producción de 

exopolisacáridos y el gen pssL codifica para una proteína de polimerización y/o 

exportación de  exopolisacáridos. Los polisacáridos de superficie son de gran importancia 

para el establecimiento de la interacción planta-rhizobio. En R. leguminosarum el gen pssA 

codifica para una glucosil-transferasa, la cual lleva a cabo el primer paso en la biosíntesis 

de exopolisacáridos (EPS) al transferir una UDP-glucosa al lípido acarreador que se une a la 

membrana citoplasmática. En R. leguminosarum una mutante en pssA genera un fenotipo 

no mucoide y produce nódulos no fijadores en haba, trébol y arveja. El gen pssL codifica 

para una proteína que forma estructuras secundarias similares a las flipasas tipo Wzx, 

actuando específicamente en el desplazamiento del antígeno-O de la membrana interna 
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hacia la membrana externa de la célula (Skorupska et al., 2006). El papel de los EPS puede 

ser más amplio de lo hasta ahora señalado, se propone que pudieran participar como 

moléculas de señalización durante la invasión, así como ser la base de los mecanismos de 

control para los sistemas de defensa de las plantas.    

El gen rpsE codifica para una proteína ribosomal de la subunidad 5S (Wittmann-Liebold y 

Greuer, 1978). Debido al perfil donde se ubica (18, 35 ddi y MM), este dato podría indicar 

que los genes de la síntesis de proteínas en está etapa inician su activación en los 

bacteroides; no obstante, la máxima expresión de este gen pertenece a VL-MM, al igual 

que la mayoría de los genes que codifican para proteínas ribosomales.  

El gen sfuB codifica para una proteína tipo ABC para el transporte de hierro. El gen sfuA se 

localiza en el perfil 3 (MM), la expresión de sfuB alcanza su máximo valor en VL-MM. A 

diferencia de sfuA, sfuB presenta un valor de expresión positivo a los 18 ddi y un valor 

cercano a cero a los 35 ddi. La región de los genes sfu de Serratia marcescens confiere la 

capacidad de crecer en un medio limitado de hierro a la cepa E. coli K-12, la cual no es 

capaz de sintetizar sideróforos. El producto del gen sfuB es hidrofóbico, tiene el peso 

molecular de 56 kDa y es una proteína periplasmática que participa en mecanismos de 

transporte (Angerer et al., 1990). 

El gen traR codifica para un regulador transcripcional de los genes de conjugación, 

participa en el “quorum sensing” y funciona como dímero. En A. tumefaciens se demostró 

que es necesario para activar la resistencia a proteasas celulares, esto se determinó 

realizando ensayos de vida media de las proteínas in vivo e in vitro con o sin dímero, 

además con ensayos de pulso y caza etiquetando con radioisótopos (Pinto y Winans, 

2009). 

Los genes del perfil 5 nos indican que la bacteria está expresando a los 35 ddi genes que 

comparte con la vida libre donde alcanza su punto máximo y que además son genes de 

muy baja expresión a los 18 ddi. El grupo incluye genes relevantes para la protección y el 

mantenimiento de la bacteria en el nódulo, como los genes cuyos productos participan en 

la respiración, así como genes cuyos productos son necesarios para la utilización de 
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fuentes de carbono y nitrógeno. En este perfil destacan los genes cuyos productos 

participan en la biogénesis de membrana, como mtgA. Los COG´s que incrementan su 

porcentaje en este perfil respecto al promedio de los 10 perfiles son: COG O-Modificación 

postraduccional, chaperonas y renovación de proteínas, que pasa del 4% al 10%; el COG 

M-Pared celular/Biogénesis de membrana que de un 4% presenta un 7%, el porcentaje 

más alto de los 10 perfiles; el COG P-Transporte y metabolismo de iones inorgánicos 

incrementa del 4% al 8%, también es el porcentaje más alto de los 10 perfiles; y por último 

el COG D-Control ciclo celular, mitosis y meiosis que incrementa del 1 al 2% (Fig. 18 inciso 

d). En este punto, los reguladores transcripcionales que destacan son HipB que se ha 

descrito como un regulador hélice vuelta hélice (HTH) tipo Cro (Black et al., 1994), 

involucrado en la regulación de genes para la síntesis de péptidoglicanos con el sitio 

consenso TATCCN8GGATA (en este perfil identificamos 6 blancos probables para este 

regulador) en tanto que los sigmas RpoE y RpoH con 5 y 4 blancos respectivamente, son 

los sobrerrepresentados en este perfil (Figuras 18 inciso f y fig. 25). En este perfil destaca 

TetR con 2 de los 3 reguladores identificados; los miembros de está familia actúan como 

sensores químicos de la célula para monitorear el medio. Para llevar a cabo está función, 

los miembros de la familia TetR protegen una diversidad de dominios unión-ligando 

capaces de reconocer la misma serie de compuestos como los transportadores que éstos 

regulan.  Los reguladores TetR pueden inducir una amplia serie de compuestos 

estructuralmente no relacionados. La unión de éstos resulta en un cambio conformacional 

que es transmitido a la región de unión a DNA, causando que el represor pierda su 

capacidad de unión lo que permite el inicio de la transcripción. En E. coli y en 

Campylobacter jejuni,  dos miembros de está familia, AcrR y CmeR,  regulan la expresión 

de genes que codifican para bombas de resistencia a drogas (Routh et al., 2009). 

Perfil 6 (18 y 35ddi) 
 
Este perfil contiene los genes expresados a los 18 y 35 ddi, y en menor medida a los 11 ddi 

(Fig. 19), la descripción de éstos es la siguiente: 

  



133 
 

El gen aglG codifica para un transportador de alfa-glucósidos tipo ABC, permeasa. La 

sacarosa es la fuente de carbono producida fotosintéticamente y transportada más 

abundantemente dentro de los nódulos en raíces de leguminosas.  R. eutropha, por 

ejemplo, puede crecer en sacarosa, maltosa y trehalosa debido a sus agl´s (elementos 

para la utilización de alfa glucósidos). La mutación de los genes agl en S. meliloti sugirió 

que posee al menos un sistema de transporte adicional de baja afinidad para los alfa 

glucosidos. El fenotipo simbiótico es Fix+ y los autores proponen que es debido a una 

probable copia adicional (Willis and Walker et al., 1999). R. etli no cuenta con copias 

adicionales del gen aglG.  

El gen asnP codifica para una permeasa para L-asparagina. En una mutante asn de S. 

meliloti la introducción del operón asnPAB de R. etli permite a la bacteria crecer en L-

asparagina como única fuente de carbono y nitrógeno, sugiriendo que el operón asn juega 

el mismo papel fisiológico en ambas bacterias (Ortuño-Olea y Durán-Vargas, 2000). 

El gen argG codifica para una proteína arginina-succinato sintetasa. En S. meliloti se 

obtuvieron 78 mutantes auxótrofas de arginina,  las cuales fueron clasificadas como 

auxótrofos de ornitina (argA/argB/argC/argD/argE) y auxótrofos de arginina (argF/argI, 

argG y argH). Las mutantes auxótrofas de ornitina producen nódulos inefectivos en 

plantas de alfalfa, en tanto que las auxótrofas de arginina inducen nódulos efectivos 

(Kumar et al., 2003). 

El gen citEch codifica para una citrato liasa subunidad beta. Los dominios de CitE tienen 

una fuerte similaridad con liasas malil-CoA y en menor medida con las malato sintasas 

(Miller et al., 2007). En Riftia pachyptila, simbionte facultativo no cultivable, mediante 

metagenómica reportaron que este simbionte utiliza sólo una parte del ciclo Calvin-

Benson para la fijación de carbono y un ciclo reverso para el ciclo del TCA, que es una 

forma alternativa para la fijación de carbono, para lo cual utiliza una inusual ATP citrato 

liasa (Robidart et al., 2008). 
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Figura 19. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente a los 11, 
18 y 35, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) distribución de 
COG´s,  e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 

 



135 
 

El gen fadD codifica para una acil-CoA de cadena larga sintetasa. El “swarming” es un 

fenómeno multicelular caracterizado coordinado por un rápido movimiento de las 

bacterias a lo largo de superficies semisólidas. La mutante fadD en S. meliloti tiene un 

fenotipo en el “swarming”, las mutantes son hiperflageladas y el doble de grandes que las 

células silvestres. La mutante es incapaz de establecer la simbiosis y al complementar con 

un plásmido multicopia se restaura la simbiosis así como el crecimiento en oleato y el 

control sobre la motilidad. Además, la mutante presenta una disminución en la expresión 

de genes de nodulación así como una expresión diferencial en los genes de motilidad en 

respuesta a diferentes condiciones (Soto et al., 2002). En S. meliloti también se caracterizó 

mediante transcriptoma a la mutante fadD, las condiciones fueron en “swarming” y en 

No-“swarming”, los grupos de genes identificados como diferencialmente regulados 

fueron absorción de hierro, quimiotaxis, motilidad y relacionados a estrés (Nogales et al., 

2010). 

El gen flhA codifica para una proteína involucrada en la biosíntesis de flagelo. Muchas de 

las proteínas flagelares son exportadas a través de un canal de estructura flagelar central 

llamado aparato de exportación de proteínas flagelares tipo III. Las proteínas FlhA y FlhB 

son proteínas de membrana que forman parte integral de esta estructura; éstas forman 

una plataforma de muelle para el paso de los componentes solubles del aparato de 

exportación, FliH, FliI y FliJ. Mutantes puntuales en el gen flhA indican que además de 

formar parte de la plataforma del muelle, FlhA también está involucrada en la 

translocación del sustrato de exportación dentro del canal central del aparato de 

exportación flagelar (Minamino et al., 2010). En S. meliloti en estrés osmótico, el gen flhA 

junto con otros genes de quimiotaxis y de motilidad celular se observaron reprimidos 

(Domínguez-Ferreras et al., 2006). 

El gen lgt codifica para una prolipoproteína diacilglicerol transferasa. En algunas bacterias 

Gram-positivas las lipoproteínas juegan un papel crucial durante la virulencia. En B. 

anthracis una mutante en el gen lgt carece de lipoproteínas y se observa una disminución 

superficial de la hidrofobicidad. Asimismo las esporas, germinan ineficientemente tanto in 
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vitro como en la piel de ratón, por lo que la virulencia es atenuada. No obstante, las 

células vegetativas de la mutante fueron tan virulentas como la silvestre (Okugawa et al., 

2012). 

El gen mccB codifica para una metilcrotonoil-CoA carboxilasa subunidad biotinilada y 

participa en el metabolismo y transporte de lípidos. En R. etli MccB fue identificada en 

simbiosis mediante proteómica. Los autores sugieren que el metabolismo de lípidos 

juegan un papel importante en el bacteroide, proveyendo de una variedad de precursores 

que serían componentes de membrana, Lps y coenzimas requeridos para la traducción de 

señales (Resendis-Antonio et al., 2011). En otros modelos existe la evidencia de que estos 

precursores son suplementados por la planta hospedera (Braunstein et al., 2001). 

El gen mutT codifica para una hirpermutasa. En el perfil 4 (35ddi) existe otra proteína 

hipotética con el mismo dominio de MutT/NUDIX (CH02122), incluso en este mismo perfil 

se localiza el gen CH02266 que también posee un dominio MutT/NUDIX. En E. coli, MutT 

hidroliza a 8-oxodGTP evitando la incorporación de éste durante la síntesis de DNA. Otros 

genes de este tipo pueden estar involucrados en el saneamiento de las pozas de 

nucleótidos; la existencia de varias proteínas de este tipo es común, por ejemplo, en D. 

radiodurans se han identificado 22  proteínas de este tipo, en C. crescentus 11 (Martins-

Pinheiro et al., 2007), en tanto que R. etli cuenta con 11 genes que presentan el dominio 

MutT/NUDIX y un gen mutT.  

El gen ntaA codifica para una nitrilo triacetato monooxigenasa componente A. El nitrilo 

triacetato (NTA) es un agente quelante que interactúa con metales pesados. NtaA es la 

primera enzima que participa en la biodegradación de NTA, el cual es fácil de degradar y 

varios organismos la utilizan como única fuente de carbono y nitrógeno (Xu et al., 1997). 

 El gen nthA codifica para una proteína nitrilo hidratasa. Las nitrilasas catalizan la hidrólisis 

de componentes de nitrilo a su correspondiente ácido carboxílico y amonio. Aunque las 

nitrilasas están presentes en un amplio rango de organismos que incluye bacterias, 

hongos y plantas, su importancia biológica ha sido poco explorada.  En el contexto de una 
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interacción planta-bacteria, las nitrilasas podrían tener un papel en la síntesis de 

hormonas, asimilación de nutrientes y detoxificación de nitrilos exógenos y endógenos.  

Las nitrilasas son producidas tanto por las plantas que estimulan el crecimiento en 

presencia de microorganismos así como de patógenos, y su actividad podría tener un 

impacto significativo sobre la interacción planta-bacteria (Howden y Preston, 2009).  

El gen nuoA1 codifica para una NADH deshidrogenasa subunidad A. Ésta forma parte de la 

bomba de protones NADH: ubiquinona oxidoreductasa, complejo I de respiración y acopla 

la transferencia de electrones de NADH a ubiquinona con la translocación de protones a 

través de la membrana. En E. coli el complejo esta constituido por 13 subunidades 

llamadas NuoA-NuoN y contiene un FMN y 9 grupos hierro-sulfuro (Flemming et al., 

2005). 

 El gen potH codifica para una permeasa de espermidina/putrescina, un transportador tipo 

ABC. En S. meliloti mutantes en aceA y en SMc00767 (un represor involucrado en el 

metabolismo del acetato) tienen un pobre crecimiento en acetato, al realizar el 

transcriptoma de la mutante SMc000767, potH es uno de los 7 genes sobreexpresados 

incluyendo aceA. Los autores de la investigación sugieren que estos genes podrían 

participar en la utilización de acetato como fuente de carbono (Ramírez-Trujillo et al., 

2007).  

El gen rbsCch3 codifica para la proteína transmembranal de un transportador de ribosa 

tipo ABC. En el perfil 4 (35ddi) observamos al gen rbsCch2. En algunas rhizobiaceas, como 

M. loti cepa NZP2037, se ha observado que son capaces de utilizar ribosa como fuente de 

carbono en un medio llamado S-30 (Scott et al., 1987).  

El gen trmU codifica para una tRNA metiltransferasa-(5-metilaminometil-2-tiouridilato). En 

S. enterica la cisteína desulfurasa (IscS) es requerida para la formación de todos los 

nucleósidos (4) tiolatados en tRNAs, esto ocurre principalmente de 2 maneras, y ambas 

requieren a IscS. En R. etli el gen iscN del plásmido simbiótico es regulado por NifA-RpoN 

(Dombrecht et al., 2002). La síntesis de 4-tiouridina (s(4)U) y 5-metilaminometil-2-
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tiouridilato ocurre por una transferencia del sulfuro de IscS por varias proteínas para el 

blanco del nucleósido en el tRNA. De acuerdo con esto, la inactivación de IscS debería 

disminuir la síntesis de los nucleosidos tiolatados.  Los autores sugieren que IscS tiene un 

sustrato intrínseco específico el cual media la movilización de sulfuro y/o la formación y 

mantenimiento de un grupo hierro-sulfuro requerido para la tiolación del tRNA (Lundgren 

and Björk, 2006). 

El gen trxBf codifica para una reductasa tiorredoxina (NADPH). TrxB al igual que KatA, 

AhpCF y Bcp, confieren resistencia al estrés oxidativo. Excepto KatA, en Staphylococcus 

aureus también son requeridas para la virulencia y además todas son reguladas por el 

mismo factor transcripcional, PerR (Horsburgh et al., 2001). Las tiorredoxinas en plantas 

constituyen una familia de pequeñas proteínas. En M. truncatula, localizaron dos 

isoformas para Trx específicas de leguminosas; además, su expresión es durante la 

simbiosis y las nombran trxs´s simbióticas (Alkhalfioui et al., 2008). 

En este perfil destacan los genes que codifican para proteínas involucradas en la 

asimilación de varias fuentes de carbono y en menor medida en la síntesis y transporte de 

aminoácidos. Los COG´s dominantes son: el COG G-Transporte y metabolismo de 

carbohidratos, que se incrementa de un 10% (promedio de todos los perfiles), a un 24% en 

este perfil, siendo el máximo porcentaje para este COG en los 10 perfiles. El COG E-

Transporte y metabolismo de aminoácidos, que tiene un promedio del 8% en los 10 

perfiles  alcanza el 16% en este perfil, también el máximo porcentaje de los 10 perfiles. El 

COG I-Transporte y metabolismo de lípidos, incrementa de un 4% promedio de todos los 

perfiles al 8.5% en este perfil, siendo el porcentaje más alto de los 10 perfiles. Por otro 

lado, varios COG´s sufren una drástica disminución en este perfil, por ejemplo, el COG J-

Traducción tiene una caída de un 5% en los 10 perfiles a cerca del 1%;  el COG O-

Modificación postraduccional, chaperonas y renovación disminuye del 4% al 1% y el COG 

H-Transporte y metabolismo de coenzimas pasa del 1% en todos los perfiles a 0% en este 

perfil (Fig. 20, inciso d). En cuanto a regulación, en este perfil se localiza un regulador 

transcripcional con ID CH01076 y un miembro de la familia LysR con ID CH000344. El 
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factor sigma que destaca es RpoE con 9 blancos presentes en las regiones regulatorias de 

los genes de este perfil, además detectamos sitios de unión para FNR (7 sitios) y para PurR 

que alcanza su máximo número de elementos en los 10 perfiles analizados, con 6 blancos, 

los genes purUe, purUch y purC1 se localizan en los perfiles 1 (11 y 18 ddi) y 2 (18 ddi). La 

ausencia de estós genes en este perfil y la presencia de otros con blancos de PurR se 

puede explicar a través del regulón PurR de E. coli, que además de regular los genes del 

metabolismo de las purinas tiene un efecto en un 10 % de los genes de esta bacteria (Cho 

et al., 2011). 

Perfil 7 (25 ddi y MM) 

En este perfil se observaron los genes expresados tanto en vida libre como en simbiosis a 

los 25 ddi, destacamos los siguientes: 

El gen cspA codifica para una pequeña proteína que se induce por choque de frío, es decir, 

el RNAm de 428 nucleótidos incrementa su abundancia y vida media en estas condiciones 

de estrés. Observaciones in vitro del RNA mensajero indican que éste puede unirse a 

múltiples copias de Hfq (proteína hexamérica que promueve una variedad de 

interacciones RNA-RNA). La presencia de Hfq  sobre el RNA mensajero inhibe casi en su 

totalidad el corte de la RNasa E en un sitio cercano a los 35 nt del 3´ del RNA (Hankins et 

al., 2010). Respecto a la estabilidad del RNA mensajero y su presencia a los 25 ddi, la cual 

coincide con la máxima expresión de los genes nif y fix (ver perfil 9), se ha reportado que 

la degradación del RNA mensajero de los genes nif es menor cuando la bacteria fija 

nitrógeno. En K. pneumoniae en condiciones favorables de fijación de nitrógeno la vida 

media de los mensajeros nif va de los 20 a los 30 min; en cambio, la estabilidad del 

mensajero disminuye en un factor de 3 a 5 veces cuando se incrementa la concentración 

de oxígeno o se aumenta la temperatura a 37oC (Simon et al., 1989).  

El gen dctA codifica para un transportador de dicarboxilatos-C4. Durante la simbiosis el 

transporte de dicarboxilato juega un importante papel en la operación y efectividad de la 

interacción. Existe suficiente evidencia de que este tipo de compuestos son las mayores 
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fuente de energía y carbono durante la fijación de nitrógeno en rhizobias (Yurgel y Kahn, 

2004). La proteína DctA pertenece a un subgrupo de transportadores de glutamato. La 

mutante en S. meliloti presenta un fenotipo Fix- porque una gran parte del nódulo es 

senescente. Su región promotora es parecida a la de los genes nif y presenta un probable 

sitio de unión a NifA (Engelke et al., 1989). En nuestro análisis de búsqueda de sitios de 

regulación, localizamos en la región promotora de este gen un posible sitio de unión a 

sigma 54 y un probable sitio para OxyR. 

El gen fhuB codifica para una permeasa de hierro-hidroxamato. En el perfil 2 (18 ddi) se 

localiza el gen fhuD. En R. leguminosarum, al igual que FhuD, FhuB  participa en la toma de 

sideróforos como la vicibactina y también se localiza en membrana. La mutante en el 

operón fhuDEF aparentemente no presenta fenotipo simbiótico y se regula por la 

concentración de Fe, a mayor concentración mayor expresión (Stevens et al., 1999). En el 

perfiles 2 y 8 (18 ddi) se localizan dos marcos de lectura abierta identificadas con los ID´s 

PF00270 y PF00269 que codifican para proteínas hipotéticas, las cuales han sido anotadas 

como transportadores tipo ABC de hierro.  

El gen fixNd codifica para una oxidasa citocromo C. La expresión de los genes fixN, fixG y 

arcA de R. etli CNPAF512 es regulada estrictamente por FnrR bajo condiciones 

microaeróbicas y durante la simbiosis (bacteroides). Sin embargo, se ha propuesto una 

regulación adicional para fixN y fixG durante la simbiosis (Moris et al., 2004). En R. etli 

CFN42, una doble mutante del fnrN de cromosoma y fnrN del plásmido D, demuestra que 

los productos de ambos genes participan en conjunto con FixL-FixKf, en la regulación 

(inducción) durante la microaerobiosis de los genes fixNOQPd. Durante la simbiosis con P. 

vulgaris la mutante sencilla o la doble también tienen un efecto y se reduce la fijación de 

nitrógeno (Lopez et al., 2001). 

 El gen grlA codifica para una glutarredoxina, su función es contender contra el estrés 

oxidativo. En R. etli se regula positivamente por (p)ppGpp (Vercruysse et al., 2011). En S. 

meliloti se caracterizaron las 3 glutarredoxinas; la mutante en SmGRX3 no presenta 

fenotipo alguno, en tanto que las mutantes en SmGRX1 y SmGRX2 reducen el crecimiento 
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de la bacteria y tienen un efecto adverso sobre la fijación de nitrógeno. Las características 

de la mutante en SmGRX1 son nódulos abortivos y el rhizobio no presenta diferenciación a 

bacteroide. En tanto, la mutante en SmGRX2, tiene un efecto negativo en el desarrollo del 

nódulo y no presenta la modificación en el desarrollo del bacteroide, lo que podría indicar 

la importancia de este tipo de enzimas en la diferenciación de la bacteria a bacteroide 

(Benyamina et al., 2012).  

En este perfil se observaron los genes expresados en vida libre y simbiosis (25 ddi). Los 

genes codifican para cochaperonas de GroEL. Los genes groEL y groES se observan en 3 

diferentes perfiles (perfil 3: MM, perfil 7: 25 ddi y MM y perfil 10: 18 ddi y MM), pero en 

todos los casos anteriores la señal máxima de expresión se presenta en MM. Las 

chaperonas están involucradas en el plegamiento correcto de las proteínas; además en el 

nódulo pudieran participar en el plegamiento de la nitrogenasa, en contender contra el 

estrés, en el ensamble correcto de los reguladores transcripcionales al DNA y en la 

translocación de proteínas entra la bacteria y la planta. En B.  japonicum  se identificó que 

los genes groESL3 se co-regulan con los genes de fijación, lo que implica su probable 

participación en el nódulo, ya que además una mutante en groEL en B. japonicum la 

nodulación y la fijación de nitrógeno disminuyen a pesar de tener 4 copias adicionales de 

groEL (Fischer et al., 1993). El genoma de S. meliloti posee 5 genes groEL y sólo la mutante 

en groEL1 presenta un fenotipo simbiótico. En esta cepa se observa que no puede inducir 

completamente la expresión de los genes nod y forma nódulos inefectivos lo que indica 

que groEL1 es fundamental para la simbiosis; no obstante, en la cepa silvestre se ha 

detectado en simbiosis la expresión de las otras copias de los genes groELS (Bittner et al., 

2007). 

El gen nolR codifica para un regulador transcripcional de la familia ArsR, el cual es un 

regulador de los los genes de nodulación. Una mutante nolR en R. leguminosarum cepa 

MR114 (la cual carece del plásmido simbiótico) presenta una expresión constitutiva de los 

genes nodA, nodF y nodM (Li et al., 2008). En S. meliloti, la mutante nolR nodula aunque 

menos eficiente que la cepa silvestre pero no afecta la fijación de nitrógeno. La expresión 
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del gen nolR es dependiente de la densidad celular e influenciada por diversos estímulos 

que incluyen limitación de nutrientes, pH y oxígeno. Bajo condiciones de laboratorio, NolR 

se requiere para un óptimo crecimiento en medio sólido, para la óptima sobrevivencia en 

un medio mínimo deficiente en carbono y para después de un reto por choque térmico 

(Chen et al., 2005). En R. etli CFN42, al analizar el trancriptoma en simbiosis de la cepa 

silvestre comparada con la mutante nifA, no se observó la expresión del gen nodA, aun 

cuando en la región promotora presenta los sitios de unión para RpoN y NifA. También 

presenta un sitio de unión para NolR, lo que podría sugerir que esta última regula de 

manera negativa la expresión de nodA. La expresión del gen nolRch se observa tanto en la 

cepa silvestre como en la mutante nifA a los 11ddi (Salazar et al., 2010). El gen nolRch 

tiene una copia extra en el plásmido F, nolRf, del cual no observamos expresión en 

simbiosis ni en MM.  

El gen nrdE codifica para una ribonucleótido-difosfato reductasa subunidad alfa. La 

vitamina B(12) o cobalamina es un cofactor crítico para animales y protistas, pero la 

biosíntesis está limitada a procariotes. Para el establecimiento de la relación simbiótica 

entre S. meliloti y M. sativa (alfalfa) la bacteria requiere de cobalamina. Investigando la 

función de tres enzimas dependientes de cobalamina, entre ellas nrdJ que codifica para 

una ribonucleótido reductasa dependiente de cobalamina (RNR), al evaluar una cepa de S. 

meliloti que sobreexpresa una RNR independiente de cobalamina (clase Ia) de E. coli, se 

observó que ésta se ve afectada en simbiosis. Mediante micrografías se observa que las 

bacterias de esta cepa pueden inducir nódulos pero que son incapaces de diferenciarse a 

bacteroides y en cierto momento son lisadas en el citoplasma de la planta. Este defecto 

puede deberse a la inactivación de la RNR por especies reactivas de oxígeno o bien por 

una inadecuada habilidad de contender con el oxígeno en el nódulo, o una combinación 

de ambas (Taga y Walker, 2010). 
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Figura 20. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente en vida 
libre (VL) y 25, 28 ddi, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) 
distribución COG´S,  e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 
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El gen pdhA2 codifica para piruvato deshidrogenasa subunidad beta. El gen pdhA1 alcanza 

su máxima expresión en el perfil 3 (MM). Por otro lado, PdhA2 fue identificada en R. etli 

en simbiosis mediante proteómica (Resendis-Antonio et al., 2011). El complejo de la 

piruvato deshidrogenasa cataliza la decaboxilación oxidativa del piruvato para producir 

acetil-CoA, lo que une la glicólisis con el ciclo de Krebs. En S. meliloti observaron que pdhA 

tiene una mayor expresión en bacteroides de 3 semanas después de inocular alfalfa, 

comparando con la expresión en vida libre en condiciones aeróbicas, (Cabanes et al., 

2000). En S. meliloti, buscando mutantes con la actividad de PDH disminuida, identificaron 

a la cepa S. meliloti PD3; la caracterización de la mutante revela que la inserción del Tn5 se 

localiza en el 3´del gen ada cuyo producto es una arilesterasa. Dicha mutante presenta un 

fenotipo simbiótico al reducir la fijación de nitrógeno, lo que lleva a los autores a concluir 

que la actividad de la PDH es importante para la simbiosis entre S. meliloti y alfalfa (Soto 

et al., 2001). 

El gen ropA codifica para una proteína de membrana externa conocida como porina. De 

hecho, los genes ropAch1 y ropAch2 se localizan en este perfil. En total R. etli CFN42 tiene 

4 genes ropa: 3 en cromosoma y 1 en el pE. En R. leguminosarum bv. viciae se localizaron 

dos ropA de tamaño (gen) y peso molecular (proteína) diferente, con una identidad a nivel 

de aa entre ambos de 91.8%. Las regiones promotoras contienen un sitio de unión a IHF, 

sin embargo, no presentaron datos de su posible función (Roest et al., 1995). En un 

artículo reciente, los autores retoman el estudio de los genes rop en R. leguminosarum, 

los renombran como ropB, ropB2 y ropB3, cada miembro fue mutagenizado y ninguno 

presenta fenotipo simbiótico; además, su expresión en simbiosis fue insignificante. En 

cuanto a vida libre la función de los genes ropB2 y ropB3, aún es criptica,  a diferencia de 

la mutante ropB, la cual es más sensible a los detergentes, antibióticos hidrofóbicos y 

ácidos débiles. Por lo tanto sugieren que la función de RopB es dar estabilidad a la 

membrana externa (Foreman et al., 2010). 

El gen rosR codifica para un regulador transcripcional. En R. leguminosarum bv. Trifolii, 

RosR está involucrado en la regulación positiva en la síntesis de los EPS. Un análisis de la 

región promotora revela varios sitios inversos repetidos y motivos que pudieran ser 
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reconocidos por PhoB y por LysR, asociados con la dependencia de fosfato y de 

flavonoides, respectivamente. Al probar exudados de raíces de trébol y diferentes 

concentraciones de fosfato, la expresión de rosR se incrementa lo que indica la 

dependencia de ambos sitios. Sin embargo, la formación de biofilms y la síntesis de 

exopolisacáridos disminuyen cuando aumenta la concentración de fosfato y resulta 

contrario al efecto de la presencia de exudados (aumentan la formación de biofilms y la 

síntesis de EPS), lo que indica una compleja regulación (Janczarek y Skorupska, 2011). La 

mutante rosR exhibe un fenotipo  pleiotrópico, produce tres veces menos EPS que la cepa 

silvestre, es más sensible a los detergentes, a antibióticos del grupo beta-lactámicos y 

algunos osmolitos, lo que indica un cambio en la membrana. Además, exhibe una 

reducción en la formación de biofilm sobre superficies plásticas, el cual difiere en la 

arquitectura, profundidad y viabilidad respecto a la cepa silvestre. La mutante tiene una 

considerable disminución en la adherencia y colonización de las raíces, por lo que los 

autores proponen su participación en las etapas tempranas de la invasión. La mutante sí 

forma nódulos no fijadores en trébol pero no compiten con la cepa silvestre pues son 

desplazados por esta (Janczarek et al., 2010).  

El gen sdhC codifica para una succinato deshidrogenasa, citocromo subunidad B-556. La 

importancia de los ácidos dicarboxílicos en la simbiosis ha sido ampliamente 

documentada. Tanto el succinato, fumarato, malato y otros son utilizados como fuentes 

de carbono y energía. En Bradyrhizobium, mutantes que pierden la capacidad de tomar 

C4-dicarboxilatos desarrollan nódulos que no son capaces de fijar nitrógeno, lo que 

demuestra el papel fundamental de estos compuestos en la simbiosis.  La Sdh cataliza la 

oxidación de succinato a fumarato y esta reacción está acoplada a la reducción de 

ubiquinona a ubiquinol; en particular, SdhC funciona para fijar la subunidad catalítica en la 

parte interna de la membrana citoplasmática (Westenberg y Guerinot, 1999). 

El gen virB5 codifica para una proteína del sistema de secreción tipo IV (T4SS). En A. 

tumefaciens se tiene el antecedente que el pilus-T está formado por VirB2 como 

componente mayor y uno menor llamado VirB5. Se ha hipotetizado que el pilus-T está 
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involucrado en la especificidad al hospedero. Los cambios en el carboxilo terminal de 

VirB5, ya sea una deleción de 4 aa o bien una sustitución de 4 aa (también en el carboxilo 

terminal) por alanina, tienen un impacto en el tamaño del pilus-T; estos cambios también 

afectan la habilidad del sistema T4SS para transferir el DNA a la planta y bacterias 

receptoras. Mediante inmunolocalización de VirB5 lo ubican en la punta del pili lo que 

sugiere un papel en el reconocimiento al hospedero (Aly y Baron, 2007). En el análisis 

transcriptomico de R. etli en  nódulos de 21 ddi, el gen virB5a se expresa junto con virB8a 

y virB7a (Vercruysse et al., 2011). En los perfiles descritos en esta tesis el gen virB9 se 

localiza en el perfil 10 (18 ddi y VL). 

Este perfil contiene genes que codifican para reguladores transcripcionales, como NolR y 

RosR. El primero participa reprimiendo genes de nodulación, por el contrario RosR actúa 

de manera positiva en genes que están involucrados en la síntesis de exopolisacáridos 

(EPS). También se localizan en este perfil genes cuyos productos participan en la 

producción de energía y en la asimilación de carbono se localizan en este perfil. Destacan 

en este perfil genes que son claves para la producción de energía y el transporte de C4-

dicarboxilatos, como lo son sdhC, pdhA y dctA. Los COG´s sobrerrepresentados son: COG 

X-No en COGS que representa el 47% del perfil, el COG J-Traducción, que de un porcentaje 

del 5% en los 10 perfiles y se incrementa al 10% en este perfil; además, del COG K-

Transcripción que llega al 10% cuando el promedio es de 6% en los 10 perfiles. El COG L-

Replicación, recombinación y reparación no está representado por ningún elemento en 

este perfil, en el porcentaje de los 10 perfiles es de 3%. El COG que presenta el cambio 

más drástico es el E-Transporte y metabolismo de aminoácidos, que pasa de un 8% en los 

10 perfiles a un 0% en este perfil; es decir, este COG no está representado por un sólo 

elemento. Lo mismo sucede con el COG I-transporte y metabolismo de lípidos, que pasa 

de un 4% a 0% (Fig. 21, inciso d). El factor sigma dominante es RpoE con 11 sitios, RpoN 

con 8 y NifA con 7. La presencia de RpoN-NifA sólo se da en la región promotora del gen 

rosR. En este perfil, el ORF con ID CH04025 representa a un miembro de la familia CarD. 

En M. tuberculosis CarD es un regulador global, cuya carencia produce un defecto en la 
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transcripción del RNA ribosomal; la mutante es sensible a estrés oxidativo, inanición y 

daño al DNA (Stallings et al., 2009).  

Perfil 8 (18 ddi) 

En este perfil, al igual que el perfil 2, se ubican los genes expresados a los 18 ddi. A 

diferencia del perfil 2, donde los genes expresados en vida libre presentan el punto con 

mayor represión, en este perfil los genes expresados también en vida libre presentan el 

segundo punto mayor de expresión. Destacamos los siguientes: 

El gen afuB2 codifica para una permeasa transportador de hierro (III) tipo ABC. En 

Pseudomonas fluorescens HV37 las proteínas AfuA y AfuB son determinantes para la 

producción de antibióticos regulados de manera transcripcional por la presencia o 

ausencia de glucosa (Gutterson et al., 1988). Las proteínas Afu se localizan en membrana y 

se han definido como marcadores en el proceso de infección de la brucelosis en alces de la 

región de Wyoming (Lowry et al., 2010). En Actinobacillus actinomycetemcomitans el gen 

afuA es regulado por FurR  (Haraszthy, et al., 2006). Los genes afu se expresan en el perfil 

5 (35 y MM), perfil 2 (18ddi) y perfil 8 (18,35 ddi y en MM). 

El gen aptch codifica para una adenina fosforibosil transferasa. El gen aptd se expresa en 

el perfil 9 (25 ddi) y es parte del regulón NifA-RpoN (Salazar et al., 2010). La región 

promotora de aptch también contiene ambos sitios de pegado (NifA y RpoN). La función 

del Apt es catalizar una reacción de salvamento que da por resultado la formación de AMP 

a partir de Adenina y 5-fosfo-alfa-D-ribosa 1-difosfato, siendo esto menos costoso 

energéticamente que la síntesis de novo (Hershey et al., 1982).  

El gen cyoA codifica para una citocromo O ubiquinol oxidasa, subunidad II. Este tipo de 

citocromos se expresa bajo condiciones microaeróbicas y se localiza en el pE. La mutante 

cyoA de R. etli CE3 crece adecuadamente en medio rico y medio mínimo en condiciones 

aeróbicas, pero sufre una severa reducción en el crecimiento en medio mínimo en 

condiciones microaeróbicas (Landeta et al., 2011). 
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El gen dapE1 codifica para una succinil-diaminopimelato desuccinilasa. En el perfil 2 (18 

ddi) se expresan otros 2 genes dap: el dapB2 y dapA1. El gen dapF se localiza en MM 

(perfil 3). El producto de dapE1 se detectó e identificó mediante proteómica en simbiosis 

(Resendis-Antonio et al., 2011). DapE1, así como DapB2, participan en la vía de biosíntesis 

de lisina.  

Los genes fabI1 y fabI2 codifican para enolil-(proteína acarreadora de acilo) reductasas y 

el gen fabH codifica para una 3-oxoacil-(proteína acarreadora de acilo) sintasa III. El gen 

que codifica para la 3-oxoacil-(proteína acarreadora de acilo) sintasa II (fabF) se localiza en 

el perfil 2 (18ddi). A pesar de estar agrupados en el perfil 8 (18, 35 y MM), los genes fabI1 

y 2, así como fabH, tienen su pico máximo de expresión a los 18 ddi al igual que el gen 

fabF.  

El gen fbaB codifica para una fructosa-bisfosfato aldolasa. Esta enzima participa en la 

glicólisis y gluconeogénesis. Una mutación en el único gen que codifica para FbaB de X. 

oryzae, agente causal de la infección bacteriana roya de la hoja,  provoca que el patógeno 

sea incapaz de usar piruvato y malato para crecer y disminuye su crecimiento cuando se 

utiliza la fructosa como única fuente de carbono. Adicionalmente, reduce la producción de 

exopolisacáridos (EPS) y deteriora la virulencia y crecimiento del patógeno en el arroz. La 

expresión de fbaB es mayor en la planta que en un medio rico (Guo et al., 2012). La 

proteína FbaB fue previamente detectada expresada en la simbiosis de R. etli-P. vulgaris 

(Resendis-Antonio et al., 2011). 

El gen fdsB codifica para la proteína formiato deshidrogenasa subunidad beta. El gen fdsD 

presenta su máxima expresión en el perfil 4 (35ddi). Las formiato deshidrogenasas oxidan 

formato a CO2 y esto puede contribuir con electrones para la cadena respiratoria. En R. 

sphaeroides un estrés por peróxido induce dos subunidades de fds (Zeller et al., 2005).  

El gen flaCch4 codifica para una flagelina C. La quimiotaxis y la motilidad son importantes 

en los primeros eventos de la nodulación, pero los mecanismos de cómo se llevan a cabo 

han sido poco estudiados. Las cepas de R. leguminosarum 3891 y VF39SM cuentan con 7 

flagelinas; de éstas, la mutante de flaA tiene un fenotipo no mótil para la cepa VF39SM y 
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muy poca motilidad en la cepa 3841. Las mutantes individuales de flaC y flaB presentan 

filamentos flagelares más cortos y con ello reducen el “swimming” y el “swarming” 

(Tambalo et al., 2010). En el perfil 3 (MM), el gen flaCch1 alcanza su máxima expresión.  

El gen gmk codifica para una guanilato cinasa (GMP cinasa), la cual es una enzima esencial 

para la biosíntesis de GTP y dGTP. Para la conversión de IMP a GTP o ATP se requieren 

cuatro enzimas; entre estas la guanilato cinasa (gmk).  En H. pylori a pesar de existir los 

genes, no fue detectada la actividad de la gualinato cinasa en lisados de bacterias; por 

esta razón, los autores sugieren la presencia de una vía alternativa (Marais et al., 1999). 

En este perfil el gen idhA codifica para una mio-inositol2-deshidrogenasa. El inositol y los 

compuestos derivados de éste proveen una fuente de nutrientes para las bacterias que 

poseen la habilidad para degradar tales compuestos. Las cepas de Rhizobium que son 

capaces de utilizar inositol y sus derivados son mejores colonizadoras de plantas. La 

proteína IdhA es la primera enzima responsable del catabolismo de inositol. Una mutante 

idhA de S. fredii no crece en mio-inositol como única fuente de carbono; las fusiones 

transcripcionales indican que idhA se induce por myo-inositol. La mutante en simbiosis es 

afectada drásticamente en la habilidad para fijar nitrógeno y produce bacteroides 

deteriorados. Adicionalmente, el número de bacterias recuperadas de nódulos en la 

mutante es al menos tres veces menor respecto a la cepa silvestre. La mutante también 

está afectada en la capacidad para competir con la cepa silvestre en la nodulación de soya. 

La relación de bacterias recuperadas de nódulos, es de diez bacterias silvestres por una 

bacteria de la mutante (Jiang et al., 2001). 

El gen kamA codifica para una L-lysina 2,3-aminomutasa; esta cataliza la interconversión 

de L-lisina y L-beta-lisina, que es el primer paso en la degradación de lisina en Clostridium 

subterminale SB4. La enzima KAM también contiene un grupo hierro-azufre y requiere de 

piridoxal 5´-fosfato (PLP) para su activación (Ruzicka et al., 2000). En B. subtilis los genes 

yodP y kamA son sobreexpresados durante la esporulación y controlados por el factor 

sigma E. Las deleciones en estos genes no presentan fenotipo durante el crecimiento en 

medio mínimo, medio rico, o condiciones de estrés osmótico (Müller et al., 2011). 
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El gen mcpB codifica para una proteína de quimiotaxis (metil-aceptor); ésta, como las 

proteínas de su tipo, tienen papeles relevantes en la respuesta quimiotáctica de muchas 

bacterias. En R. leguminosarum McpB presenta un dominio periplasmático largo en 

comparación con otras MCPs. La mutante mcpB está impedida en la quimiotaxis en un 

amplio rango de fuentes de carbono en placas de “swarm”. En ensayos de competencia, al 

inocular plantas de haba con la cepa silvestre junto con la mutante mcpB, o con la 

mutante mcpC, ambas mutantes producen menos nódulos. Los autores sugieren que las 

MCPs participan en las etapas tempranas de nodulación (Yost et al., 1998). En este trabajo 

observamos que en cuatro perfiles se ubican los genes que codifican para MCPs; el gen 

mcpX2 en el perfil 2 (18 ddi), mcpZf1 en el perfil 3 (MM), mcpAch en el perfil 4 (35 ddi) y 

mcpB en el perfil 8 (18 ddi, y 35 ddi y VL).  

El gen mexE2 codifica para una proteína del sistema de secreción de la familia HlyD para 

multidrogas de difusión. En P. aeruginosa mexEF y oprN se sobreexpresan en la mutante 

nfxC, confiriéndole resistencia a quinolonas, cloranfenicol y trimethoprima (Köhler et al., 

1999).  

El gen mraY codifica para una fosfo-N-acetilmuramoil-pentapéptido transferasa. La 

síntesis de péptidoglicanos es vital para el crecimiento celular y para el mantenimiento de 

la forma celular, tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas. Las cadenas de 

este polímero de glicano son fijadas por puentes entre péptidos y forman una capa 

extracelular que provee protección contra el estrés osmótico, así como un sólido andamio 

para accesorios extracelulares. Las enzimas MurA, MurB y MurE sintetizan el MurNAc-

pentapéptido soluble. Comenzando con UDP-GlcNAc, MraY une esta molécula a una 

cadena isoprenoide, formando así la membrana asociada al precursor del lipido I. En el 

siguiente paso, MurG agrega UDP-GlcNAc para la síntesis del lipido II, el cual es 

rápidamente colocado en la membrana y conectado vía reacciones de transglicosilación y 

transpeptidación a proteínas de unión a penicilina, lo que finaliza con la síntesis del 

péptidoglicano maduro (Fay y Dworkin, 2009). 
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Figura 21. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente a los 18 
ddi, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) distribución de COG´s,  
e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 
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El gen murB codifica para una UDP-N-acetilenol piruvoil glucosamina reductasa. Está 

relacionada con MraY en la síntesis de péptidoglicano y pertenece al COG G (Biosíntesis de 

membrana/pared celular). Las mutantes en murB de B. subtilis son inviables, por lo que 

para analizar el fenotipo fueron reportadas mutantes condicionales (que mantienen la 

viabilidad de la célula en condiciones determinadas). Durante la esporulación aumenta la 

expresión del gen murB, y en una mutante murB disminuye significativamente la 

esporulación aún al aumentar la concentración del inductor del proceso de esporulación 

(Real y Henriques, 2006).  

El gen nuoE2 codifica para la cadena E de una NADH-ubiquinona oxidoreductasa. Los 

genes nuo se localizan en otros perfiles, principalmente a los 18 ddi y en MM. El gen nuoL 

codifica para la subunidad L de una NADH deshidrogenasa, que forma parte de la bomba 

de protones NADH: ubiquinona oxidoreductasa, también llamada complejo I, acopla la 

transferencia de electrones de NADH a ubiquinona con la translocación de protones a 

través de la membrana. En E.coli el complejo está constituido por 13 subunidades 

llamadas NuoA-NuoN y contiene un FMN y 9 grupos hierro-sulfuro (Flemming et al., 

2005).  

El gen otsB codifica para la enzima trehalosa-6-fosfatasa, al igual que el gen otsA 

(trehalosa-6-fosfato sintasa) se observa su máxima expresión a los 18 ddi. La expresión de 

otsB también se presenta en menor medida a los 35 ddi. En bacterias se han definido 

cuatro vías para la biosíntesis de trehalosa; la más común involucra la condensación de 

glucosa-6-fosfato para formar trehalosa 6 fosfato a través de una trehalosa-6-fosfato 

sintasa (OtsA), con la subsecuente desfosforilación por OtsB, con lo que se produce la 

trehalosa libre (McIntyre et al., 2007). En la simbiosis con P. vulgaris la sobreexpresión de 

la trehalosa-6-fosfato de R. etli provoca el incremento del número de nódulos, aumento 

de la actividad de la nitrogenasa, así como de la biomasa respecto a la cepa silvestre 

(Suárez et al., 2008). 

El gen pipch codifica para una prolina iminopeptidasa. En X. oryzae pv. Oryzae, agente 

causal de la “rotura de hoja en arroz”, el gen pip es blanco de regulación de OryR. Este 
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regulador transcripcional de tipo LuxR, interactúa con la planta de arroz a través de una 

molécula de señal de arroz o “rice signal molecule” (RSM). La concentración de OryR se 

incrementa por la concentración de RSM, la cual aumenta ante la presencia de X. oryzae. 

Los autores proponen que la característica principal de este regulador es su participación 

en la comunicación entre el huésped y el patógeno, a través de la expresión de genes que 

participan en la virulencia, como la prolina iminopeptidasa (Ferluga y Venturi, 2009). 

Los genes pssO y pssV, codifican para una proteína de membrana interna involucrada en la 

síntesis y transporte de exopolisácaridos, y una proteína de producción de 

exopolisacáridos, respectivamente. En R. leguminosarum bv trifolii, PssO es una proteína 

fundamental, quizá única, para la producción de exopolisacáridos (EPS). La probable 

función de ésta es emular a una “chaperona” periplasmática que cubre el polímero de EPS 

protegiéndolo de la glicanasas, o bien cotransportándolo con el polisacárido a través del 

canal formado en la membrana externa (Marczak et al., 2008).  

El gen rbsCd2 codifica para un transportador de ribosa tipo ABC. En el perfil 6 (18 y 35ddi) 

se ubica el gen rbsCch3, en el perfil 2 (18ddi) se observa el gen rbsCch1 y en el perfil 4 

(35ddi) se agrupo el gen rbsCch2. RbsC es una proteína transmembranal e hidrofóbica. En 

M. loti cepa NZP2037 a diferencia de otros rhizobios como S. meliloti y R. leguminosarum, 

es capaz de degradar rhizolectina, cuyo producto de degradación pudiese ser ribosa, que 

ha sido utilizada como fuente de carbono en el medio S-30 para cultivar esta cepa de 

Mesorhizobium (Scott et al., 1987). 

El gen ribH2 codifica para una riboflavina sintasa subunidad beta. Brucella spp. es el 

agente causal de la brucelosis la cual afecta tanto humanos como otros mamíferos, 

Brucella puede sobrevivir en un nicho replicativo, el cual es caracterizado por una baja 

tensión de oxígeno y privado de nutrientes tales como aa y vitaminas, entre éstas, la 

riboflavina (vitamina B12). El metabolismo de la flavina ha sido raramente implicado en la 

virulencia por bacterias. Las mutantes sencilla y doble de ribH tienen un comportamiento 

diferente a la cepa silvestre, tanto en la viabilidad como en la virulencia en células de 
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ratón; la conclusión de los autores es que la biosíntesis de la riboflavina es esencial para la 

sobrevivencia en células de ratón in vitro o en el ratón (Bonomi et al., 2010).    

En este perfil los genes que destacan están involucrados en protección al estrés como 

mexE2 y otsB; y otros genes como mryA, murB, psso y pssV cuyos productos son parte de 

la membrana y confieren forma y estabilidad a la células de R. etli. En este perfil también 

se ubican genes cuyos productos participan en eventos de producción de energía como 

fdsB y nuoE2, así como para el intercambio de señales entre la planta y la bacteria como 

pipch y kamA. Los COG´s que tienen un mayor número de elementos en este perfil  son el 

K-Transcripción, al igual que en el perfil 2 se incrementa de un 6% del promedio de los 10 

perfiles al 10% en este perfil. Asimismo, el COG I-Transporte y metabolismo de lípidos, 

incrementa su porcentaje de un 4% al 8%; además el COG F-Transporte y metabolismo de 

nucleótidos incrementa del 2% al 5% representando el más alto porcentaje en los 10 

perfiles. El COG M-Pared celular/Biogenesis de membrana aumenta del 4% al 6%, el 

segundo más alto porcentaje de los 10 perfiles; y finalmente, el COG N-Motilidad celular 

en este punto alcanza su mayor porcentaje, con el 2.5%. Varios COG de este perfil 

disminuyen en el porcentaje de elementos que los constituyen, entre estos podemos 

mencionar el COG Q-Transporte y biosíntesis de metabolitos secundarios con una 

disminución del 2% al 0% y el COG T-Mecanismo de traducción de señales disminuye del 3 

al 1% (Fig. 22, inciso d). Por otro lado, los principales sitios de regulación localizados 

pertenecen a los consensos para CRP/FNR con 10 sitios, HipB con 8, además MalT y OxyR 

con 7 sitios cada uno. MalT en E. coli tiene un efecto sobre el sistema de transporte y 

metabolismo de la maltosa; si se expresa constitutivamente causa una elevada expresión 

en una porina de membrana externa, llamada LamB que no esta relacionada con el 

metabolismo de la maltosa (Reimann y Wolfe, 2011).  

Al igual que en el perfil 2, este perfil presenta un número elevado de reguladores entre los 

que destacan 2 miembros de la familia MarR (ID´s CH02389 y CH02727). Los reguladores 

de esta familia son positivos y negativos, presentan un amplio espectro de  blancos de 

regulación que participan en diversos mecanismos, principalmente relacionados con la 

virulencia; adicionalmente, los reguladores de la familia MarR compiten con otras 
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proteínas para la unión a la RNA polimerasa y pueden activar la transcripción (Ellison y 

Miller, 2006).  

Perfil 9 (25 ddi) 

En este perfil se observaron los genes expresados a los 25 ddi, y una ligera disminución a 

los 28 ddi, destaca porque se localizan los genes involucrados directamente en la fijación 

de nitrógeno como los nifHDK y fixABCX.  

El gen alkA codifica para una DNA-3-metiladenina glicosidasa II. En E. coli se induce por la 

presencia de agentes alquilantes. Una fusión del gen alkA-LacZ de E. coli fue transferida a 

33 diferentes bacterias, observandose actividad en casi todas, concluyendo que los sitios 

de regulación así como la actividad de la enzima funciona y está conservada en casi todas 

las bacterias, a excepción de A. tumefaciens, S. meliloti y cinco bacterias más, en el análisis 

no incluyeron R. etli (Fernandez de Henestrosa y Barbé, 1991).  

El gen aptd codifica para una adenina fosforibosil transferasa, es parte del regulón NifA-

RpoN (Salazar et al., 2010). La función del Apt es catalizar una reacción de salvamento que 

da por resultado la formación de AMP + Difosfato a partir de Adenina + 5-fosfo-alfa-D-

ribosa 1-difosfato; esto es menos costoso energéticamente que la síntesis “de novo”. Al 

igual que en nuestro análisis, en R. etli utilizando nódulos de 21 ddi, también fue 

detectada la expresión de un gen aptD exclusivo de simbiosis (Vecruysse et al., 2011). 

Otro gen aptch localizado en cromosoma se agrupa en el perfil 8 (18 y 35 ddi, MM). 

El gen ardC codifica para una enzima de transferencia conjugativa antirestricción. La 

conjugación bacteriana juega un papel relevante en la diseminación de los genes de 

resistencia a antibióticos en la célula. Se ha propuesto que ArdC es transportada a la célula 

hospedera con DNA de cadena sencilla (ssDNA), con lo que lo protege de las 

endonucleasas del hospedero (Belogurov et al., 2000). 

El gen azlC codifica para un transportador de cadenas ramificadas de aminoácidos 

(resistencia de azaleucina). En B. subtilis una mutante azlC no confiere resistencia a 

azoleucina, sin embargo una sobre expresión de azlC y azlD en una mutante en azlB es 
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resistente a azoleucina (Belitsky et al., 1997). AzlC es una proteína hidrofóbica, que 

probablemente funciona en el transporte de cadenas-ramificadas de aminoácidos. 

Probablemente está relacionada con leucina, en este perfil también se localiza el gen leuD. 

En un análisis del transcriptoma usando “Tiling arrays” en nódulos de 21 ddi, el transcrito 

para azlC es expresado de manera diferencial respecto a la fase estacionaria de la VL  

(Vercruysse et al., 2011).  

El gen casA codifica para una proteína de unión a calcio (calsimina). En R. etli CPA540 casA 

se expresa durante la colonización e infección con el hospedero. La expresión es 

controlada por un represor que pertenece a la familia TetR. Una mutación en casA afecta 

el desarrollo del bacteroide durante la simbiosis y la fijación de nitrógeno (Xi et al., 2000).  

El gen coaA codifica para una pantotenato cinasa. Los genes para la biosíntesis de 

pantotenato en R. etli se distribuyen en cromosoma y en los plásmidos E y F. Los genes 

panCB que se localizan en el plásmido F, son indispensables para la síntesis de 

pantotenano, pero su sola presencia no restaura el crecimiento en medio mínimo de una 

cepa de R. etli carente del pF (Villaseñor et al., 2011).  El parásito Plasmodium,  utiliza la 

biosíntesis de ácidos grasos y de elongación, así como la biosíntesis de pantotenato y CoA 

para obtener nutrientes del ambiente del hospedero, en este caso de células de humano 

(Xu et al., 2010). 

Los genes cpxA y cpxP2 codifican para citocromos P450 monooxigenasas, ambos 

pertenecen al regulón RpoN-NifA (Salazar et al., 2010). A los citocromos P450 se les ha 

involucrado en el metabolismo de una gran variedad de sustancias endobióticas y 

xenobióticas. En B. japonicum, los citocromos cyp112 y cyp114 no se expresan en vida 

libre en aerobiosis, pero sí en células cultivadas en anaerobiosis y en bacteroides. La 

mutante en cyp112 tiene un efecto polar sobre cyp114 y produce nódulos efectivos en 

soya, lo que sugiere que los citocromos P450 (cyp112 y cyp114) no están involucrados en 

una función esencial para la simbiosis (Tully y Keister, 1993). En B. japonicum el citocromo 

P450 también es regulado por RpoN-NifA (Hauser et al., 2007). 
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Figura 22. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente a los 25 y 
28 ddi, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) distribución de 
COG´s,  e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 
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El gen ctrE codifica para una farnesil transtransferasa, es parte del regulón RpoN-NifA 

(Salazar et al., 2010). En plantas y eucariotes la farnesilación es requerida para blanco 

“targeting” de membrana, interacciones proteína-proteína y para la actividad biológica de 

proteínas regulatorias claves, como Ras y cinasas. Una farnesil transferasa de haba, se 

expresa en nódulos con una activa división celular. Un análisis en células en suspensión de 

tabaco sugiere que la farnesil transferasa es requerida para el ciclo celular de la planta, ya 

que la actividad enzimática precedió a cambios en la fase temprana de la actividad 

mitótica, quizás a partir de la modulación de la progresión a través de la fase S y la 

transición de la fase G1 a la fase S, lo que no sucede cuando se agrega el inhibidor 

específico para la farnesiltransferasa  (Quian et al., 1996). 

El gen exoF1, codifica para una proteína de biosíntesis de exopolisacáridos, el punto 

máximo de expresión se presenta a los 28 ddi. En el perfil 1 (11ddi) se ubica el gen exoR, 

en el tiempo de 18 ddi y 35 ddi se detectaron otros genes que codifican para proteínas 

que participan en la síntesis de exopolisacáridos. En mutantes exoF en Sinorhizobium sp. 

NGR234 es suprimida la producción de exopolisacáridos (Staehelin et al., 2006).  

El gen gstI codifica para una proteína inhibidora de la traducción de la glutamino sintetasa. 

En R.leguminosarum la presencia de GstI reduce la capacidad de asimilación de NH4+. 

También en R. leguminosarum, gstI es regulado por el sistema Ntr, incluyendo la proteína 

PII, que funciona para censar el estatus del nitrógeno en las células.  Con un promotor 

inducible, GstI inhibe la expresión de la glutamino sintetasa II (glnII) en todas las 

condiciones analizadas. En simbiosis, gstI se expresa en simbiosomas jóvenes 

diferenciados (SBs), pero no en simbiosomas diferenciados fijadores de nitrógeno. En 

nódulos jóvenes, la proteína PII modula la transcripción de ntrC cuyo producto regula los 

genes gstI y glnII (Tatè et al., 2001).  

El gen leuD codifica para una isopropil-malato isomerasa subunidad pequeña. En S. 

meliloti Rmd201 las mutantes en leu son capaces de nodular, pero tienen un fenotipo 

simbiótico Fix-; el suplementar con leucina el medio no revierte el fenotipo de auxotrofía. 

Estudios histológicos de nódulos producidos por la mutantes en leu, presentan un 
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desarrollo incompleto respecto a los nódulos de la cepa silvestre, aunque los nódulos de la 

mutante leuB se observan más estructurados que los nódulos de las mutantes leuC y leuD 

(Hassani et al., 2002).  

El gen mviN codifica para un factor de virulencia transmembranal. En R. tropici CIAT899 

induce una severa clorosis foliar cuando se aplica a semillas de plantas dicotiledonias 

hospederas y no hospederas. Una mutación en mviN no tiene un efecto en la habilidad de 

R. etli CIAT899 de inducir la clorosis en plantas de P. vulgaris, tampoco tiene un efecto 

significativo en la nodulación y en la fijación de nitrógeno, pero sí afecta la motilidad en R. 

tropici (O'Connell et al., 1998). En S. meliloti los genes glnD y mviN se cotranscriben y  son 

indispensables para la bacteria, ya que mutantes en estos sólo se pueden obtener al 

complementar con el cósmido que posee ambos genes (Rudnick et al., 2001). En B. subtilis 

existen 4 proteínas probablemente homólogas a MviN; en este trabajo indican que mviN 

codifica para una lipido flipasa II, necesaria durante la esporulación, para la síntesis de 

péptidoglicano de la corteza de la espora. Una cuádruple mutante no presenta un defecto 

en el crecimiento (Fay y Dworkin, 1999). 

El gen nasT codifica para un regulador del tipo sistema de dos componentes. En R. 

capsulatus en una región de 17 kb se localizan los genes del sistema para la asimilación de 

nitrato (nas), en donde el producto de nasT es un antiterminador de la transcripción (Pino 

et al., 2006). 

El gen osmC codifica para una proteína de inducción osmótica; a pesar de localizarse en el 

perfil 9 (25 y 28 ddi), la máxima expresión se observa a los 25 ddi pero cercana respecto a 

los 18 ddi. Previamente fue reportado que en nódulos de R. etli a los 21 días se detecta la 

expresión de este gen (Vecruysse et al., 2011). En E. coli, osmC se induce por la presencia 

de sal; estudios de cristalografía de proteínas y datos adicionales en su estructura señalan 

que pudiera funcionar como una peroxiredoxina (Shin et al., 2004). 

El gen pbp codifica para una proteína de unión a penicilina de biosíntesis de la pared 

celular. En A. tumefaciens, PBP Atu2422 está implicada en la virulencia y transporte de 

GABA (Planamente et al., 2010).  



160 
 

En este perfil se ubican los genes del operón nifHDK que codifican para la nitrogenasa 

reductasa (nifH), y las nitrogenasas hierro-molibdeno cadena alfa y beta (nifD y nifK 

respectivamente). R. etli cuenta con tres copias del gen nifH, dos copias completas y una 

truncada del gen nifD, y 2 copias del gen nifK. Los ocho elementos se ubican en este perfil 

y son parte del regulón RpoN-NifA (Salazar et al., 2010). Además, en este perfil se ubican 

nifE1 (truncado) y nifE2, nifUd y nifX, que codifican para una proteína ensambladora de la 

nitrogenasa (NifE), para una proteína de fijación de nitrógeno (NifU) y para la proteína de 

procesamiento del cofactor hierro-molibdeno (NifX). Estos genes también son parte del 

regulón NifA-RpoN (Salazar et al., 2010). 

Los genes del operón fixABCX codifican para proteínas involucradas en la transferencia de 

electrones durante la fijación de nitrógeno, su  expresión se reportó como dependiente de 

RpoN-NifA (Salazar et al., 2010). 

En este perfil también se ubican: el gen melA codifica para una monofenol 

monooxigenasa, los genes bacS y sus copias  yhd00073 e yhd00114 codifican para una 

proteína de bacteroide S, para su expresión dependen de RpoN y NifA y sus mutantes no 

presentan un fenotipo simbiótico (Noel et al., 2002, Salazar et al., 2010). 

En este perfil prácticamente se agrupan la mayoría de los genes regulados por RpoN-NifA, 

a pesar de corresponder a dos diferentes tiempos (25 y 28 ddi). Los genes identificados 

como parte del regulón RpoN-NifA presentan su máximo expresión a los 25 ddi y en el 

tiempo de 28 ddi se observa en éstos una reducción de la expresión de alrededor del 50%. 

Además de los genes descritos en este perfil con una obvia relevancia en la fijación de 

nitrógeno, un gen a destacar es el ypch00593 el cual codifica para una proteína hipotética 

descrita como una dioxigenasa 4-hidroxifenilpiruvato. El gen que pertenece al perfil 9 (25 

y 28 ddi) tiene una expresión tres veces mayor en nódulos de 28 ddi respecto a los 25 ddi. 

En nódulos de soya (Glycine max) se observa la expresión de un par de dioxigenasas 2- 

depedientes de oxoglutarato (2-ODDs); aunque sólo una de ellas aumenta su expresión en 

nódulos senescentes o expuestos a obscuridad. A esta 2-ODD la catalogan como un 

marcador de senescencia del nódulo (Webb et al., 2008). En este perfil, a diferencia de los 
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otros 9, el mayor porcentaje de los genes se localizan en el plásmido D o simbiótico. Los 

reguladores ubicados en este perfil son dos, uno de la familia AraC y un probable 

regulador transcripcional. En este perfil dominan los sitios para RpoN, y para el activador 

transcripcional NifA, aunque RpoE y OxyR también están sobrerrepresentados. En este 

perfil el COG C-Producción y conversión de energía alcanza su máximo porcentaje con el 

13%, el porcentaje de este COG en los 10 perfiles es del 6%. El COG H-Transporte y 

metabolismo de coenzimas también alcanza su punto más alto con el 2.3%, siendo el 

promedio de los 10 perfiles del 1%. Los COG´s que disminuyen en el porcentaje de 

elementos que lo constituyen respecto al porcentaje promedio de los 10 perfiles son: COG 

G-Transporte y metabolismo de carbohidratos, disminuye del 10% al 3.5% y el COG J-

Traducción, del 5% en promedio, se queda sin representante en este perfil. Los grupos 

enriquecidos positivamente por GSEA son el metabolismo de nitrógeno y la degradación 

de tetracloroetano, en tanto que los principales enriquecidos negativamente son: 

quimiotaxis, amino-azucáres y transportadores tipo ABC (Fig. 28).  

Perfil 10 (18 ddi y MM) 

En este perfil se localizan los genes expresados en vida libre y en la simbiosis a los 18 ddi, 

donde destacan los siguientes: 

El gen braC1 codifica para un transportador de aminoácidos tipo ABC. En los nódulos, el 

citosol de la planta es el principal sitio para la asimilación de amonio en aminoácidos; los 

genes aap y bra son transportadores de aminoácidos que operan en los bacteroides. En R. 

leguminosarum bv viciae mutantes en estos sistemas son incapaces de transportar 

aminoácidos ramificados, lo que produce un fenotipo de hambruna de nitrógeno cuando 

se inoculan plantas de chícharo (P. sativum). El fenómeno también se observa en plantas 

de frijol común (P. vulgaris), pero no en alfalfa (M. sativa) cuando se inocula con la doble 

mutante (bra y aap) de S. meliloti. Los autores proponen que este último fenotipo se debe 

a que el requerimiento de aa ramificados es en pequeñas cantidades, así se revierte la 

auxotrofía (Prell et al., 2010). En los perfiles 2 (18 ddi) se localiza el gen braF1, y en el 
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perfil 3 (MM) los genes aapF y aapJ. En R. etli, las proteínas BraC2 y AapJ fueron 

identificadas en bacteroides de 18 ddi (Resendis-Antonio et al., 2011). 

El gen cheY2 codifica para una proteína del sistema de dos componentes para la 

quimiotaxis. En E. coli, CheY regula la quimiotaxis trasmitiendo información entre los 

quimioreceptores y el interruptor del motor flagelar (Jenal y Galperin, 2009).  En S. meliloti 

se caracterizó un regulador del sistema de dos componentes llamado CheY-like, el cual 

mediante represión catabólica regula el uso de succinato, mientras suprime la utilización 

de algunas fuentes secundarias de carbono, tales como α y -galactosidasas. La mutante 

en cheY-like sobreproduce polihidroxibutirato (PHB) (García et al., 2010).  

El gen clpS codifica para una proteasa dependiente de ATP. En S. meliloti utilizando 

microarreglos para evaluar la expresión de la bacteria ante un pH bajo (5.75), observaron 

la expresión del gen clpS en el perfil que los autores llaman B. Las características es una 

sobreexpresión gradual que se mantiene a lo largo de 20 minutos después del cambio de 

pH. La diferencia entre este grupo y el perfil A, es la intensidad de la señal de expresión 

(de Lucena et al., 2010). Este tipo de proteasas permite a la célula hacer frente al mal 

plegado o a las proteínas desnaturalizadas, condición que se incrementa en la presencia 

de una condición de estrés; por ejemplo, durante un estrés térmico previene la agregación 

de proteínas lo que permite el reciclaje de aminoácidos. En R. etli clpS es dependiente de 

la alarmona (p)ppGpp (Vercruysse et al., 2011). 

El gen ctpA codifica para una proteína de procesamiento C-terminal peptidasa. La 

envoltura celular de las bacterias es de importancia crítica para el funcionamiento y 

sobrevivencia de la célula, ya que actúa por un lado como barrera para sustancias tóxicas 

y por el otro permite el flujo de nutrientes dentro de la célula. Durante la simbiosis 

también funciona para el contacto físico entre la bacteria y su hospedero. En R. 

leguminosarum utilizando una mutante ctpA se determinó que CtpA es indispensable para 

la viabilidad de la bacteria cuando es cultivada en un medio complejo semisólido (TY), 

pero es dispensable cuando se utiliza un medio liquido, lo que achacan a la susceptibilidad 

a la desecación en el medio semi-sólido. La mutante incrementa su sensibilidad a 
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detergentes, lo que indica una permeabilidad de la envoltura celular, lo que lleva a los 

autores a sugerir un papel para CtpA en la resistencia a la desecación (Gilbert et al., 2007).   

El gen dppAch1, codifica para una proteína transportadora de dipéptidos tipo ABC. 

Mutantes en R. leguminosarum fueron afectadas severamente en el importe del ácido 

delta-aminolevulínico (ALA), un precursor del grupo hemo. La toma de ALA es 

antagonizada en la presencia de dipéptidos, lo que sugiere que ambas moléculas utilizan 

el mismo sistema de transporte. Utilizando como modelo V. faba-R. leguminosarum, 

mutaciones en dppABCDF no presentan un fenotipo simbiótico, lo que indica que el ALA 

necesario para la síntesis de hemo no es suplementado por la planta, o bien existe otro 

sistema de transporte que funciona en los bacteroides. Por otro lado, los transcritos de 

dppA y dppB contienen secuencias regulatorias inversas repetidas que pudieran estabilizar 

el RNA mensajero, el promotor para el operón dppABCDF es de tipo sigma 70 (Carter et 

al., 2002). 

El gen eftAch codifica para una flavoproteína para transferencia de electrones. En 

simbiosis se ha determinado que los productos de los genes fixABCX participan en la 

transferencia de electrones; también han sido descritos como indispensables para la 

fijación de nitrógeno. En el perfil 5 (18, 35 ddi y MM), detectamos la máxima expresión de 

etf, el producto de etfAch  fue identificado mediante proteómica en bacteroides a los 18 

ddi (Resendis-Antonio et al., 2011). 

El gen gap codifica para una gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa. En R. etli CFN42 la 

proteína Gap también fue detectada mediante proteómica a los 18ddi (Resendis-Antonio 

et al., 2011). En S. meliloti SU47 se obtuvieron mutantes incapaces de crecer en succinato 

como fuente de carbono; la mutante gap fue una de éstas (Finan et al., 1988). En este 

perfil también se localiza el gen pckA. Tanto la proteína Gap como la PckA participan en la 

gluconeogénesis. 
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Figura 23. Perfil de expresión de los genes propios o expresados preferencialmente en vida 
libre (VL) y 18 ddi, a) datos crudos, b) distribución por replicón, c) tendencia global, d) 
distribución de COG´s,  e) perfil con desviación estándar y f) sitios de regulación localizados. 
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El gen gguA codifica para un transportador de xilosa tipo ABC, de unión a ATP. 

Inicialmente se caracterizó en Agrobacterium por su vecindad con el gen chvE (perfil 3, 

MM), cuyo producto tiene un papel indispensable en la virulencia de la bacteria. Los genes 

gguABC fueron propuestos para el transporte de glucosa y galactosa. Mutantes en estos 

genes no presentan un efecto en la virulencia de Agrobacterium sobre K. diagremontiana; 

ni en el crecimiento en 1 mM de galactosa, glucosa, xilosa, ribosa, arabinosa, fucosa, o 

sacarosa; ni en la quimiotaxis en glucosa, galactosa, xilosa, o arabinosa (Kemner et al., 

1997). 

El gen glnA codifica para una glutamino sintetasa. En R. leguminosarum la concentración 

de GS-I se incrementa de dos a cuatro veces cuando se cultiva en una fuente pobre de 

nitrógeno, comparado con un medio rico en nitrógeno. Cuando R. leguminosarum se 

cambia de un medio rico en nitrógeno a uno pobre, la actividad de GS-I es primordial para 

la desrepresión de GS-II. Lo que sugiere que bajo estas condiciones, GS-I se requiere como 

señal para la síntesis de glutamina y así esta se pueda utilizar en la síntesis de proteínas. 

En simbiosis se ha reportado una baja actividad de GS y mediante la manipulación 

genética han observado que ninguna de las isoformas de GS son necesarias para una 

simbiosis efectiva (Patriarca et al., 2002). En S. meliloti una doble mutante glnA-glnII 

induce una invasión normal de nódulos (de Bruijin et al., 1989) y en un reporte posterior 

detectan la actividad de una tercera GS-III (Shatters et al., 1993). Lo contrario ocurre en B. 

japonicum, el cual no cuenta con una GS-III, donde la doble mutante glnA-glnII afecta 

severamente la nodulación (Carlson et al., 1987). Por lo anterior, la necesidad de una 

glutamino sintetasa activa durante la fijación de nitrógeno es contradictoria, aunque 

Patriarca y col.,  lo clarifican indicando que la simbiosis es un proceso gradual, que la 

invasión de la bacteria puede depender de la capacidad para sintetizar glutamina, y por lo 

tanto la actividad de la GS parece ser dispensable para la función de los bacteroides 

(Patriarca et al., 2002).  

El gen groELch1 codifica para una chaperona. Los genes groEL y groES se distribuyen en 3 

diferentes perfiles: perfil 3 (MM), perfil 7 (25 ddi y MM) y perfil 10 (18 ddi y MM), pero en 
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todos la señal máxima de expresión se presenta en MM. Se hizó la descripción de estos en 

los perfiles 3 y 7. 

El gen mntH codifica para una proteína transportadora de manganeso (Mn). En B. 

japonicum,  MntH es esencial para el transporte de Mn y para mantener la homeóstasis 

celular. Este gen se induce bajo condiciones deficientes de Mn y no le afecta la presencia 

de hierro. El control de la expresión del gen mntH se pierde en una mutante fur, además 

ya ha sido reportado el sitio en el promotor mntH en donde se une Fur (Hohle y O'Brian, 

2009). Los transportadores de Mn son esenciales para el crecimiento sin estrés en algunas 

bacterias, pero en otras es requerido para inducir las respuestas primarias ante el estrés. 

En B. japonicum en una mutante mntH crecida bajo limitaciones de manganeso, las 

actividades de la superoxido dismutasa (SodM) y de la piruvato cinasa (PykM) se ven 

afectadas. Una mutante mntH crece más lentamente en piruvato en condiciones de 

limitación de Mn que una doble mutante en pykM y sodM, lo que indica la implicación de 

otros procesos dependientes de Mn (Hohle y O'Brian, 2012). 

El gen mrsA codifica para una sulfoxido metionina A reductasa. Los intermediarios 

reactivos de oxígeno y nitrógeno pueden causar daño a una gran cantidad de 

componentes celulares. Para contender con esto, las células tienen una variedad de 

mecanismos que destruyen estas moléculas reactivas o reparan el daño si este ocurre. En 

las proteínas, uno de los aminoácidos más fácil de ser oxidado es la metionina, la cual es 

convertida a sulfóxido metionina. La enzima MsrA cataliza la reducción de sulfoxido 

metionina  para que las proteínas tengan disponibilidad de metionina. Por lo tanto, MsrA 

juega un importante papel en la protección de las células contra el daño oxidativo 

(Weissbach et al., 2002). 

El gen nolK codifica para una GDP-L-fucosa sintasa. El producto de este gen de nodulación 

participa en la biosíntesis y modificación de fucosa y manosa. En A. caulinodans, NolK está 

involucrado en la síntesis de GDP-fucosa, la cual es utilizada por NodZ como el donador de 

fucosil en la fucosilación de los factores nod (Mergaert et al., 1997). Las bacterias B. 

elkanii, B. japonicum, R. fredii, y Sinorhizobium sp. NGR234 secretan factores nod 
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fucosilados, por lo que a NolK se le ha relacionado con la capacidad de nodulación. 

Mutantes nodZ de Sinorhizobium sp. NGR234 producen factores nod no fucosilados y la 

bacteria es incapaz de nodular Pachyrhizus tuberosus pero si nodulan soya (G. max). En 

tanto, en B. japonicum es requerido para nodular M. atropurpureum pero no para G. max. 

Incluso cepas transconjugantes de R. leguminosarum que contienen el gen nodZ de B. 

japonicum adquieren la capacidad de nodular Macroptilium pero no fijan nitrógeno 

(Perret et al., 2000). 

El gen norB codifica para una óxido nitrito reductasa. En R. etli los genes nap o nar están 

ausentes, lo que inhabilita a la bacteria para usar nitrato para respirar. Los genes nirK y 

norCB son regulados por NnrR en respuesta a óxido nítrico en microaerobiosis. El nivel del 

complejo nitrosil leghemoglobina en plantas de frijol expuestas a nitrato se incrementa en 

una mutante norC, pero decrece en una mutante nirK; lo que indica que la nitrito 

reductasa es un elemento fundamental en nódulos de frijol en respuesta a nitrato 

(Gómez-Hernández et al., 2011). 

El gen oppA codifica para un transportador de oligopéptidos tipo ABC, unión al substrato. 

En el perfil 4 (35ddi) se expresa el gen oppC. Estos transportadores son requeridos para la 

toma de tetrapéptidos y de ciertos tripéptidos como 3Ala y bialafos. En S. meliloti, las 

mutantes en este tipo de transportadores no tienen un efecto en el establecimiento de la 

interacción (simbiosis) con la alfalfa. En vida libre, a diferencia de los genes dpp que 

presentan una expresión constitutiva, la máxima expresión para los genes opp se reporta 

en fase estacionaria (Nogales et al., 2009). La proteína OppA fue detectada mediante 

proteómica a los 18 ddi (Resendis-Antonio et al., 2011). 

El gen pckA codifica para una PEP carboxilasa, una enzima clave en la gluconeogénesis. 

Esta enzima cataliza el primer paso en la conversión de los acidos tricarboxílicos 

intermediarios a azúcares de hexosa, conduciendo también a la síntesis de glicógeno.  El 

fenotipo simbiótico de una mutante en pckA en R. etli CE3 es una baja producción de 

nódulos dentro de los cuales el hilo de infección parece no penetrar (Tatè et al., 2004). En 

R. etli CFN42 fueron detectadas múltiples isoformas de PckA mediante proteómica y en 
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una mutación in silico sugieren que PckA es esencial para la fijación de nitrógeno 

(Resendis-Antonio et al., 2011). 

El gen plyA2 codifica para una polisacaridasa, en el perfil 3 (MM) se ubica plyA1. Las 

proteínas PlyA, al igual que PlyB, degradan EPS y caboximetil celulosa. En R. 

leguminosarum plyA se expresa a muy bajo niveles en cultivos de vida libre; en simbiosis, 

una doble mutante plyA-plyB no afecta la fijación de nitrógeno y tiene un efecto 

insignificante en la nodulación (Finnie et al., 1998). 

El gen ppiD2 codifica para una peptidil prolil cis-trans D isomerasa, péptido señal. En 

Campylobacter jejuni un patógeno gastrointestinal de humano, utilizando proteómica 

como herramienta de analisis en un ensayo de inducción por temperatura, se identificaron 

dos peptidil prolil cis-trans isomerasas PpiD2 y PpiB. El papel asignado es en el 

plegamiento de proteínas; no obstante, los autores señalan que la sobrerregulación de 

éstas tendría un papel relevante en el proceso de fijación de nitrógeno, debido a que en 

un reporte previo, también en C. jejuni, una PpiD está involucrada en la motilidad, 

invasión y colonización (Rathbun et al., 2009). 

El gen ropB1 codifica para una proteína de membrana externa. En el perfil 7 (25ddi y MM) 

se localizan los genes ropAch1 y ropAch2. A diferencia de R. etli CFN42 que tiene 

reportados dos genes ropB, R. leguminosarum, contiene los genes ropB, ropB2 y ropB3, 

cuyas mutantes individuales no tienen fenotipo simbiótico, y su expresión en la simbiosis 

fue insignificante. La función de ropB2 y 3 permanece desconocida, en tanto que una 

mutante ropB en vida libre es más sensible a los detergentes, antibióticos hidrofóbicos y 

ácidos débiles, por lo que los autores sugieren que la función de ropB es para la 

estabilidad de la membrana externa (Foreman et al., 2010).  

El gen sodB, codifica para una superóxido dismutasa. En el nodulo las bacterias están 

expuestas a especies reactivas de oxígeno. En R. etli CFN42 se detectó en simbiosis la 

proteína SodB que participa en la destoxificación de las especies reactivas de oxígeno 

(Resendis-Antonio et al., 2011). En S. meliloti la mutante sodA presenta fenotipo 

simbiótico ya que la capacidad de fijar nitrógeno se deteriora. Incluso, la mayoría de las 
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bacterias deficientes en SOD no alcanzan el estado de diferenciación a bacteroides y 

entran rápidamente en senescencia (Santos et al., 2000). Las actividades de SodA y SodB 

están íntimamente relacionadas con la presencia de manganeso como cofactor. En este 

perfil se localiza también el gen mntH (transportador de manganeso). 

El gen ureE codifica para una ureasa. En nódulos de M. truncatula inducidos por S. meliloti 

y sometidos a estrés hídrico, una de los proteínas que se sobreexpresa en el bacteroide es 

UreE, junto con otras enzimas que participan en la asimilación de nitrógeno, lo que 

conduce a sugerir un intercambio activo de aminoácidos entre la bacteria y la planta 

(Larrainzar et al., 2007).  

El gen virB9 codifica para una proteína de transporte del sistema de secreción tipo IV. En 

Agrobacterium es parte del complejo VirB7-VirB9. Estas proteínas de membrana externa 

participan en la formación del poro de transporte, siendo VirB9 la que forma el más 

grande oligómero. En esta bacteria VirB8 y VirB9 son indispensables para la transferencia 

del DNA (Das y Xie, 2000). 

El gen virF codifica para una proteína de virulencia. Su probable función en A. tumefaciens 

es la de cortar o degradar las proteínas que cubren el T-DNA una vez que éste ha sido 

integrado a su hospedero. Se ha reportado que VirF puede ser exportado a las células de 

la planta (Tzfira et al., 2004). 

En este perfil destacan genes que codifican para enzimas que participarían en el manejo 

de la interacción planta-bacteria, desde el control de la asimilación de aminoácidos, 

nitrógeno, producción de energía, protección y otros. Los genes que se destacan son los 

relacionados para contender contra diversos tipos de estrés, por ejemplo el oxidativo 

(sodB). En este perfil el COG E-Transporte y metabolismo de aminoácidos, tiene su 

segundo nivel más alto entre los perfiles con el 13.5%, el porcentaje promedio de los 10 

perfiles es del 10%. El COG T-Mecanismo de traducción de señales presenta un 7.7%, 

siendo el porcentaje promedio de los 10 perfiles de 3%. Además, los COG´s P-Transporte y 

metabolismo de iones inorgánicos y O-Modificación postraduccional, chaperonas y 

renovación de proteínas incrementan del 4% en promedio de los 10 perfiles a 
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aproximadamente el 8% en este perfil. Por el contrario, los COG´s F-Transporte y 

metabolismo de nucleótidos, H-Transporte y metabolismo de coenzimas, N-Motilidad 

celular, L-Replicación, recombinación y reparación, y finalmente el COG Q-Transporte, 

biosintesis y catabolismo de metabolitos secundarios no tienen representantes en este 

perfil (Fig. 23, inciso d). Los sitios de regulación predominantes para este perfil son: RpoE 

con 7 blancos, 6 sitios para blancos de RpoS al igual que 6 sitios para RpoN. A diferencia de 

otros perfiles, donde el consenso para RpoN esta sobrerrepresentado (perfiles 7 y 9), en 

este perfil no es acompañado por un enriquecimiento de los sitios para NifA. Si bien en R. 

etli no existe un RpoS identificado, el número de sitios que reconoce este regulador en 

este perfil alcanza su máximo con 6 elementos. Nuevamente, como en los diferentes 

perfiles que involucran el tiempo 18 ddi, en este perfil se identificaron 5 sitios para FNR. 

En este perfil, se ubican un probable regulador transcripcional y un gen cuyo producto 

pertenece a la familia de reguladores MarR. Los reguladores de esta familia son positivos y 

negativos, presentando un amplio espectro de  blancos de regulación que se distribuyen 

en diversos mecanismos principalmente en virulencia; adicionalmente, compiten con 

otras proteínas para la unión a la RNA polimerasa y pueden activar la transcripción (Ellison 

y Miller, 2006). En el perfil 8 (18ddi) se ubican dos genes que codifican para proteínas de 

esta familia.  
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Figura 24. Perfiles de expresión del genoma de R. etli CFN42, presentes en los 5 puntos de la 
simbiosis y un tiempo de vida libre, a) 10 perfiles, b) distribución por replicón de los 898 
genes, c) distribución de COG´s, d) sitios de regulación localizados, e) tendencia global de 250 
del genes cromosoma y f) tendencia global de 250 genes de plásmidos. 
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Figura 25. Consensos de los probables sitios de pegado para los diferentes reguladores y 
factores sigma localizados en los genes que conforman los 10 perfiles. En esta figura se 
presentan los sitios localizados con mayor frecuencia. La búsqueda de sitios se realizó con el 
programa RSA-Tools ver sección de material y métodos. Para obtener la imagen de los 
consensos se utilizó el programa WebLogo (Crooks et al., 2004). 

 



173 
 

 
Figura 26. Análisis de los genes del tiempo 11 ddi, utilizando el programa GSEA, 
enriquecidos positivamente (metabolismo de amino-azúcares) y negativamente 
(degradación de tetracloroetano y ribosoma). 
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Figura 27. Análisis de los genes del tiempo 18 ddi, utilizando el programa 
GSEA; enriquecidos positivamente (transportadores tipo ABC, biosíntesis 
de ácidos grasos, metabolismo de amino-azúcares) y negativamente 
(ribosoma, ciclo TCA, fijación de CO2, sistema de secreción tipo IV). 
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Figura 28. Análisis de los genes del tiempo 25 ddi, utilizando el programa 
GSEA; enriquecidos positivamente (metabolismo de nitrógeno, 
degradación de tetracloroetano) y negativamente (metabolismo de 
amino-azúcares, transportadores tipo ABC, quimiotaxis). 
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Figura 29. Análisis de los genes del tiempo 35 ddi, utilizando el programa 
GSEA; enriquecidos positivamente (biosíntesis de amino-acil-tRNAs, 
metabolismo de piruvato) y  negativamente (metabolismo de nitrógeno, 
degradación de tetracloroetano, ribosoma). 
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Figura 30. Análisis de los genes de vida libre (VL), utilizando el programa 
GSEA; enriquecidos positivamente (ribosoma, ciclo TCA, fosforilación 
oxidativa, sistema de secreción tipo IV, fijación de CO2) y 
negativamente (metabolismo de nitrógeno, degradación de 
tetracloroetano, ribosoma). 
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12. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Los microorganismos en la mayoría de los nichos ecológicos están constantemente 

expuestos a las variaciones de múltiples factores ambientales entre éstos temperatura, 

oxígeno, disponibilidad de nutrientes, agua, presencia de compuestos tóxicos y la 

interacción con otros organismos incluyendo la simbiosis; los cambios en los patrones de 

expresión es la mayor respuesta adaptativa a éstas y otras variaciones. La expresión 

transcripcional es controlada por una variedad de reguladores transcripcionales entre los 

que destacan los factores sigma. Las bacterias diazótrofas, fijadoras de nitrógeno, 

presentan un genoma complejo, cuya regulación ha sido poco caracterizada. Nuestro 

modelo de estudio R. etli CFN42 no es la excepción. Su genoma posee un cromosoma 

constituido por alrededor del 67% de los genes, en tanto los plásmidos, que van de un 

tamaño de 184 Kb (pB) a 642 kb (pF), contienen el 33% restante. El número de genes 

codificados por el genoma dedicados a la transcripción y su regulación es de 479, de éstos 

318 se localizan en el cromosoma y 161 en plásmidos (González et al., 2006).  La 

información sobre los mecanismos de regulación y análisis del comportamiento de la 

expresión de sus componentes y la interacción que existe entre ellos ha sido escasa, en 

donde destacan los resultados del primer regulón RpoE en Rhizobiaceas, trabajo donde 

participamos en colaboración (Martínez-Salazar et al., 2009); posteriormente, en enero 

del 2010 se presentó un “Tiling array” de R. etli CFN42 cuyo objetivo principal consistió en 

identificar ncRNAs (RNAs no codificantes) expresados en la bacteria (Vercruysse et al., 

2010). Uno de los principales objetivos en los análisis de transcriptómicos es identificar los 

genes cuyos productos interactúan entre sí y que presentan un perfil transcripcional 

similar, aunque en ocasiones esto no siempre sucede, por lo que es necesario modificar y 

buscar nuevas estrategias para obtener el máximo rendimiento de estás metodologías. El 

microarreglo de oligonucleótidos diseñado y construido para R. etli CFN42 y presentado 

en este trabajo, es una excelente herramienta para definir estimulones y conocer los 

mecanismos de regulación que sufre la bacteria, así como los niveles de expresión de los 

componentes del genoma durante la vida libre y simbiosis. Uno de los principales aportes 

de este trabajo fue la definición del regulón RpoN-NifA en vida libre (microaerobiosis) y 
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simbiosis, utilizando para ello diversas herramientas que van desde el análisis in silico, el 

análisis de los transcritos y la evaluación mediante proteómica. Previamente se había 

definido el regulón RpoN-NifA en B. japonicum pero sólo bajo condiciones de vida libre y 

utilizando un análisis in silico y la metodología de microarreglos (Hauser et al., 2007).  

Como ya se ha mencionado, NifA es un regulador central e importante en la fijación 

biológica de nitrógeno, el cual es un activador transcripcional que funciona a baja 

concentración de oxígeno y en conjunto con el sigma alternativo RpoN. La concentración 

de oxígeno en las rhizobias se sensa a través de FixL, el cual contiene el dominio funcional 

PAS; este tipo de dominios se localiza en un amplio número de sensores que responden a 

oxígeno, potencial redox, luz y voltaje. FixL se auto fosforila y transfiere el grupo fosforil al 

dominio correspondiente del regulador FixJ, que a su vez activa la transcripción de los 

genes que participan en la fijación biológica de nitrógeno. Entre los genes regulados por 

FixJ, en S. meliloti, se encuentra nifA. El modo en que se regula es diferente a lo largo de 

las diferentes cepas y especies. Por ejemplo en A. caulinodans, nifA es regulado por FixK, 

un intermediario regulado a su vez por FixJ (Kaminski y Elmerich, 1998). En R. etli 

CNPAF512 la expresión de nifA es independiente de FixLJ, no obstante en microaerobiosis 

el gen nifH es dependiente del sistema FixLJ (D'Hooghe et al., 1995). En R. etli CFN42, 

mutantes en fixL, fixKf, fixKd, fnrNch, fnrNd no tienen un efecto significativo en la fijación 

simbiótica de nitrógeno, aunque en la triple mutante fnrNch, fnrNd y fixL se reduce 

drásticamente (Lopéz et al., 2001). En R. etli, aún no se han identificado elementos 

genéticos en la regulación de nifA, aunque mediante fusiones transcripcionales nifA-gusA 

se observó que la expresión no es exclusiva de la microaerobiosis (Michiels et al., 1994). 

Además se ha reportado que la expresión de nifA aumenta alrededor de 3 veces en 

condiciones simbióticas (Benhassine et al., 2007), lo que hace suponer que existe un 

mecanismo regulatorio que se activa en la simbiosis. Así, el análisis realizado en el 

presente trabajo acerca del regulón RpoN-NifA en simbiosis, nos aportó una mayor 

cantidad de elementos respecto a la vida libre en microaerobiosis, la mayoría localizados 

en el pSim lo que nos hace proponer que para identificar el o los reguladores de nifA en R. 
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etli CFN42 tenemos que buscar en las proteínas y metabolitos expresados en el bacteroide 

o en el simbiosoma.  

El regulón RpoN-NifA de R. etli CFN42, que definimos en este trabajo (Salazar et al., 2010), 

está constituido de 79 elementos y se complemento mediante el análisis de los perfiles 

obtenidos durante las diferentes etapas de la simbiosis, como ejemplo mencionaremos el 

gen ypd00010 con ID PD00035. En el análisis del regulón NifA-RpoN (Salazar et al., 2010) 

no se detecto su expresión en condiciones microaeróbicas, ni en simbiosis a los 11ddi. 

Inclusive en el análisis entre vida libre y simbiosis, no se observó expresión a los 18 ddi 

(Resendis-Antonio et al., 2011), pero sí observamos su expresión a los 35 ddi. En ensayos 

de expresión en nódulos de alfalfa observan la expresión de nifA y fixK en tiempos tardíos 

(incluye los 35 ddi), y no observan la expresión de nifH (Timmers et al., 2000). En nuestros 

resultados observamos que a los 35 ddi la expresión de nifH es la más baja de la simbiosis. 

Por lo cual, proponemos que RpoN y NifA en este tiempo aún son funcionales pero ya no 

son los principales reguladores debido en parte al gradiente de O2. El análisis del regulón 

NifA-RpoN lo realizamos a los 11 ddi, puesto que en la mutante nifA los nódulos y por 

ende los bacteroides no son viables a tiempos más lejanos. En nódulos de alfalfa 

inoculados con mutantes de S. meliloti que presentan fenotipo Fix-, la senescencia inicia 

mucho antes (entre los 14 y 21 ddi), que en nódulos inoculados con la cepa silvestre, cuya 

senescencia inicia entre los 28 y 35 ddi (Vasse et al., 1990). Por otro lado, en el artículo de 

Salazar y col., discutimos sobre la expresión del gen yhd00040 con ID PD00079 que fue 

detectado en microaerobiosis; sin embargo en simbiosis utilizando el microarreglo como 

herramienta, no observamos un cambio de expresión de este gen al comparar la cepa 

silvestre y la mutante nifA a los 11 ddi. El estudio que presentamos sobre los perfiles nos 

ofrece una explicación al respecto, al igual que en el estudio de expresión del regulón 

RpoN-NifA en simbiosis, el gen yhd00040 a los 11 ddi presenta la más baja señal de los 5 

puntos de simbiosis, incluso está cerca del nivel de expresión de la condición de VL (MM). 

Al igual que la mayoría de los genes del regulón RpoN-NifA, la señal máxima del gen 

yhd00040 la observamos a los 25 ddi (perfil 9). Con la finalidad de buscar una explicación 

de este comportamiento en la expresión, observamos que en el análisis de búsqueda de 
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sitios de regulación (además de los sitios para RpoN y NifA), se identificaron sitios de 

unión para ModE y RpoD. El sitio para este último regulador es poco representativo del 

consenso, puesto que de las 2 regiones inverso repetidas que reconoce sólo se usó una 

como anzuelo para la búsqueda (Li et al., 2002). Otro ejemplo de este tipo, es el gen 

flgKch con ID CH00680, el cual, al igual que para el gen yhd00040, no detectamos 

expresión diferencial a los 11 ddi, pero en el análisis de los perfiles observamos que el 

segundo punto más bajo de expresión de este gen se presenta a los 11 ddi (-1.45), sólo 

por debajo del de VL (-1.71); en cambio, su punto máximo se detecta a los 18 ddi (perfil 2), 

en el mismo perfil se expresa el gen ypf00267 con el ID PF00546, detectado en el regulón 

NifA-RpoN de vida libre en microaerobiosis, sólo que a diferencia de flgKch, este alcanza 

su punto más bajo a los 28 ddi (-1.33), en VL (-1.31) y 25 ddi (-1.19). Los datos anteriores 

nos permiten sugerir a éstos cuatro genes como blancos para mutagenesis o para 

sobreexpresarlos y de esta manera conocer su papel en la simbiosis; de particular interés 

resulta el gen yhd00040 que si bien en su descripción sólo se indica que es una proteína 

hipotética, es parte de la clase funcional I-Transporte y metabolismo de lípidos. Este tipo 

de proteínas pudieran ser relevantes al proveer precursores para membrana, así como en 

la señalización y traducción de señales (Resendis-Antonio et al., 2011). En  nuestro análisis 

en diferentes tiempos de la simbiosis, los otros 3 genes que son parte del regulón RpoN-

NifA definidos en microaerobiosis: thrB, ype00167 e yhch00663, en  nuestro análisis en 

diferentes tiempos de la simbiosis no se ubican en ninguno de los 10 perfiles, por lo que 

asumimos que son exclusivos del regulón RpoN-NifA en vida libre (microaerobiosis) o bien 

su expresión en simbiosis es muy baja,  y no se detecta debido al corte que establecimos. 

Algunos reportes previos señalan que la baja concentración de oxígeno, si bien mimetiza 

una parte de lo que sucede en el nódulo, no es el único elemento que participa en la 

expresión de los genes simbióticos. Por ejemplo, en M. loti sólo un grupo de 50 genes se 

comparten entre la simbiosis y la microaerobiosis (Uchiumi et al., 2004). En B. japonicum, 

en microaerobiosis, no se detectaron varios de los genes reportados como dependientes 

de RpoN-NifA (Bobik et al., 2006). Por otro lado, es relevante la cantidad de genes que son 

parte del regulón NifA-RpoN, tanto en B. japonicum como en R. etli, y que no están 
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vinculados al menos directamente con la fijación de nitrógeno (Hauser et al., 2007; Salazar 

et al., 2010). En particular en los experimentos en microaerobiosis de la mutante nifA, 

comparando su expresión con la cepa silvestre, observamos 39 transcritos que alteran su 

expresión positivamente en la mutante, y de los 41 elementos que bajan su expresión, 16 

de ellos no están vinculados con la fijación de nitrógeno, ni se les localizaron sitios de 

unión para NifA-RpoN. Existe un trabajo previo, en S. meliloti, donde la interrupción del 

gen nifA tiene un efecto sobre varios procesos celulares (Gong et al., 2007). En este 

artículo indican que NifA tiene un papel regulatorio fuera de la simbiosis. Lo que podemos 

concluir es que en el caso de R. etli NifA tiene un papel tanto en la vida libre como en la 

simbiosis, más amplio e importante de lo esperado al inicio de este trabajo. Un dato que 

sustenta nuestra conclusión, lo encontramos en el trabajo de Hernández-Gómez y 

colaboradores 2010, en donde indican que en la mutante nifA el gen nirK es 

sobreexpresado. La carencia de un regulador transcripcional con diversos blancos puede 

tener un efecto más general al esperado, ya que si este regulador afecta otro regulador y 

así sucesivamente, se presenta lo que se conoce como una regulación en cascada, 

dificultando la posibilidad de identificar blancos específicos. En el regulón RpoN-NifA sólo 

identificamos un probable sensor de la familia Box/GGDEF; en el análisis de los perfiles 

este gen con ID PD00105 se localiza en el perfil 9, que corresponde a los genes expresados 

a los 25 ddi y en menor medida a los 28 ddi. En este perfil se encuentran los genes que 

participan en la fijación de nitrógeno y los previamente reportados como parte del 

regulón RpoN-NifA (Salazar et al., 2010). 

Los genes expresados por perfil nos indican una congruencia; por ejemplo, en todos los 

perfiles los tiempos 25 y 28 ddi se ubican prácticamente en la misma posición (ver inciso E 

de las figuras 14 a la 23 y los dendrogramas del agrupamiento jerárquico en las figuras 31, 

32 y 33), la distancia que existe entre estos tiempos de la fijación de nitrógeno  son 72 hrs, 

a diferencia de las 168 hrs que existe entre el resto de los tiempos. Con ello concluimos 

que el utilizar estos tiempos cercanos fue relevante ya que le dio certeza a los resultados 

presentados y discutidos en esta tesis. En los perfiles en los cuales están involucrados 

genes que se expresan en vida libre, se tienen los mayores porcentajes de elementos que 
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pertenecen al cromosoma, como en los perfiles: 7 (82%), 10 (77%) y el perfil 3 (75%). 

Revisando los grupos funcionales, tenemos que también los genes que pertenecen a los 

COG´S J-Traducción, y O-Modificación postraduccional, chaperonas y renovación de 

proteínas, están sobrerrepresentados en los perfiles donde se ubican los genes con una 

expresión alta en VL, como son el perfil 3, perfil 5 y perfil 7 (Figuras 16, 18, 20, inciso d y 

34 inciso A). Otro ejemplo se observa en la figura 30, en donde los genes que codifican 

para proteínas ribosomales se enriquecen significativamente en la vida libre. Estos 

resultados nos permiten concluir que los datos analizados se acercan en gran medida a lo 

sucedido en la regulación de la expresión del genoma de R. etli CFN42, en los 5 tiempos de 

la simbiosis y en la vida libre. Datos que en el resto del análisis se fortalecen con la 

información recabada de los genes analizados individualmente y por el perfil donde se 

ubican, que incluye además los sitios de regulación localizados en éstos. 

 Consideramos que el análisis realizado mediante la comparación entre diferentes tiempos 

de la fijación de nitrógeno, es relevante porque no sólo se identificaron los genes que 

modifican su expresión en la vida libre o en la simbiosis, sino que además esta estrategia 

permitió localizar genes que se comparten entre la vida libre y algún punto de la simbiosis; 

así como genes que se comparten entre los diferentes tiempos de la simbiosis. Logramos 

también determinar algunos factores involucrados en la temporalidad de la expresión y 

logramos acercarnos a la identificación de probables sitios de pegado para diferentes 

reguladores transcripcionales, varios de éstos pobremente caracterizados en R. etli (Fig. 

25). Con relación a la regulación observada en los 898 genes que constituyen los 10 

perfiles, podemos proponer la participación de 47 reguladores o probables reguladores 

transcripcionales que pertenecen a diversas familias. De manera similar a nuestros 

resultados, en B. japonicum fueron identificados 39 reguladores transcripcionales 

inducidos en la simbiosis (21 ddi) comparando con la vida libre (Pessi et al., 2007). En S. 

meliloti en simbiosis se identificaron sólo 15 reguladores transcripcionales, aunque el total 

de genes que modificaron su expresión fue de solamente 109 y debemos considerar que 

los nódulos inducidos por S. meliloti son indeterminados (Capela et al., 2006). De los 47 

reguladores que identificamos en este análisis, 43 se expresan en algún punto de la 
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simbiosis y 4 son exclusivos de la vida libre. Los perfiles que sobresalen son los 

representados por genes expresados a los 18 ddi, tanto el perfil 2 como el perfil 8. En 

éstos dos perfiles se encuentran 25 de los 43 factores de transcripción expresados en 

algún punto de la simbiosis. Los dos perfiles totalizan 280 genes, 201 pertenecen al perfil 2 

y 79 genes se ubican en el perfil 8. Ambos perfiles tienen su máxima expresión a los 18 

ddi. La diferencia en expresión entre los genes de éstos perfiles se presenta en vida libre, 

en donde en el perfil 2 se observa el punto más bajo (represión), a diferencia del perfil 8 

en donde en esa condición se observa el segundo punto más alto (ver figuras 15 y 21 

inciso e); adicionalmente, es en el perfil 2 (18 ddi) en donde se localizan 18 de los 25 

factores transcripcionales, así mismo, en donde se agrupan más genes (como referencia el 

perfil 3 contiene 175 genes). Un elemento a destacar son los 7 reguladores del perfil 2, 

que pertenecen al plásmido E, entre estos, dos de la familia GntR involucrados en la 

utilización de carbohidratos, aminoácidos y ácidos grasos, así como en el metabolismo de 

la biotina. En el análisis de expresión entre los 18 ddi y VL, el plásmido E presenta un 

comportamiento similar al del plásmido simbiótico (pD); en simbiosis, ambos replicones 

expresan un mayor número de genes en comparación con el número de elementos 

expresados en vida libre (Fig. 4). Para el plásmido E, éstos 7 reguladores podrían ser la 

razón del incremento en la expresión en simbiosis.  

Por otro lado, en S. meliloti se identificó un sistema tipo CRP, en donde están involucradas 

tres adenilato ciclasas (Tian et al., 2012). En el perfil 2 (18 ddi), se localiza el transcrito de 

cyaFch2, éste codifica para una adenilato ciclasa que cataliza la síntesis de 3´5´-AMP 

cíclico (AMPc) a partir de ATP; además, en este mismo perfil el gen hipotético con ID 

CH02560 codifica también para una adenilato ciclasa. Incluso en el perfil 6 (18, 35 y 11 

ddi), pero también con una mayor expresión a los 18 ddi, se observó expresado un gen (ID 

PE00177) el cual codifica para otra adenilato ciclasa. En simbiosis, el papel sugerido para 

las adenilato ciclasas es en respuesta a las señales de la planta. Las bacterias, a través de 

las adenilato ciclasas, tienen un papel activo en el control de la infección, e incluso es 

probable que el rizobio module la susceptibilidad de la planta a la infección (Tian et al., 

2012). 
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Los datos de la expresión en las diferentes etapas de la fijación, se relacionan 

directamente con la fisiología del nódulo de cada tiempo analizado. A los 11 ddi, se 

observa que la bacteria disminuye la expresión de la mayoría de sus elementos en 

comparación con otros tiempos, ya que sólo en el perfil 1 (48 genes) y en el perfil 6 (70 

genes) se ubican los genes expresados en este tiempo; en el resto de los perfiles en el 

tiempo de 11 ddi se observa una represión (780 genes) en comparación con la expresión a 

los 18, 25, 28 y 35 ddi ademas de la condición de vida libre. También se observa una baja 

en la síntesis de compuestos que participan en la formación de membrana, además no se 

expresan genes que pudieran contender contra una respuesta de defensa por parte de la 

planta: en los perfiles 1 y 6, no hay elementos que representen el COG V-Mecanismos de 

defensa. Además alrededor de los 11 días inicia la expresión de la nitrogenasa (Puppo et 

al., 2005; Valderrama et al., 1996) y en consecuencia la fijación de nitrógeno, evitando 

que la planta sancione y termine con la simbiosis de manera temprana; es decir, 

suponemos que la bacteria utiliza este tipo de señales (envió de amonio y disminución de 

exopolisacáridos) para que la planta no active sus mecanismos de defensa y emita 

compuestos tóxicos a la bacteria. El perfil 1, como mencionamos anteriormente incluye 

los genes expresados a los 11 ddi, está influenciado aún por la regulación del activador 

transcripcional de la familia LysR, la proteína NodD, que tiene un papel fundamental en la 

regulación de los genes nod. Aún en ausencia de flavonoides, la proteína NodD se une a la 

región promotora aunque la transcripción se activa ante la presencia de flavonoides 

compatibles (Fisher y Long, 1993). En este perfil, se ubica un gen con ID CH03353 que 

codifica para un regulador tipo LysR, el cual además en la región promotora presenta una 

caja Nod. En este perfil se ubican los genes exoR y exsB, los cuales tienen un efecto 

negativo en la síntesis de exopolisacáridos (EPS) (Reeve et al., 1997; Becker et al., 1995). 

En particular, el producto de exoR presenta un claro fenotipo simbiótico, tanto R. 

leguminosarum como S. meliloti inician la infección pero esta no progresa (Reeve et al., 

1997; Ozga et al., 1994) por lo que es un buen blanco a mutagenizar en R. etli CFN42. 

Finalmente, ambos genes presentan en sus regiones promotoras probables cajas Nod. En 

el perfil 1, el segundo tipo de región promotora en importancia, por el número de sitios 
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localizados, es para RpoH, un factor sigma alternativo de la familia Sigma 70 que se ha 

caracterizado para contender contra el estrés por calor o choque térmico, pero también 

tiene un papel durante los estreses por pH y oxidativo. En R. etli CFN42 se han identificado 

dos genes rpoH, ambos complementan la mutante rpoH de E. coli. La doble mutante y la 

mutante en rpoH1 pueden inducir nódulos pero inician prematuramente la senescencia (a 

los 18 ddi),  la actividad de la nitrogenasa se reduce, así como la viabilidad de las células 

(Martínez-Salazar et al., 2009). Si bien varios de los blancos típicos como groEL, o genes 

que codifican para proteasas no están incluidos en estos 48 genes, la influencia de la 

regulación por RpoH puede observarse en este perfil con 5 probables blancos para este 

factor sigma, en donde 2 de ellos codifican para transportadores tipo ABC. La propuesta 

en este punto es que aún existe influencia de regulación, a través de NodD o algún 

miembro de la familia LysR, además de reguladores negativos para EPS y se presenta una 

regulación por medio de RpoH (Esquema del tiempo 11 ddi ver figura 34 inciso B).  

A los 18 ddi ocurren la mayor cantidad de cambios en la expresión del genoma en 

simbiosis. Los principales cambios en expresión recaen en genes que codifican para 

productos que incrementaran la cantidad de compuestos de carbono en el bacteroide 

como transportadores tipo ABC, además de algunos genes clave para la transformación de 

bacteria a bacteroide. En este punto probablemente exista una población de bacterias que 

no se diferencia y por esta razón detectamos la expresión de genes involucrados en la 

síntesis de flagelo (Tabla 5 y Figuras 11, 27). Se ha reportado en nódulos de diferentes 

especies de leguminosas la presencia de bacterias vegetativas (no diferenciadas), y éstas 

se localizan en los espacios intercelulares (Timmers et al., 2000). Se han reportado 

ejemplos en alfalfa (Paau et al., 1980; Thornton 1930; Vance et al., 1980), haba (Kijne 

1975), trébol (Mosse 1964) y Lotus corniculatus (Vance et al., 1982). A los 18 ddi, resalta el 

COG D-Motilidad celular, además mediante GSEA el grupo Ensamble de Flagelo se 

enriquece positivamente en la condición de simbiosis. En ambos análisis (comparación VL-

Simbiosis 18 ddi y análisis de los 5 tiempos de simbiosis y un punto de VL) un antecedente 

se presenta en R. etli donde se reportó en nódulos de 21 ddi la expresión del gen flaF que 

codifica para un regulador de la biosíntesis de flagelo (Vercruysse et al., 2011). La 
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hipótesis sugerida es que en este punto (18 ddi), los bacteroides están a punto de alcanzar 

su maduración pero la parte de bacterias que abortó o bien nunca inició la diferenciación 

se mantienen en el nódulo o alrededor de este y es por eso que identificamos este tipo de 

genes en este punto particular. La figura 35 muestra un corte de nódulos a los 18 ddi y 

utilizando el método “Live/Dead BacLight (BL) Viability kit”, en donde se pueden observar 

algunas bacterias alrededor del nódulo. El método de extracción de RNA que utilizamos no 

considera una purificación previa de bacteroides, por lo que el RNA puede contener 

mensajeros de estas bacterias, y es probable que los RNA mensajeros sean específicos de 

este tiempo, puesto que en el resto de los tiempos analizados en simbiosis no detectamos 

señal para este tipo de genes. Hay una relación inversa entre la concentración de EPS y la 

transcripción de genes de la síntesis de flagelo, en donde a una alta concentración de EPS 

la expresión de elementos de flagelo disminuyen y cuando la concentración de EPS 

disminuye se activa la expresión de genes de la síntesis de flagelo. Cabe señalar que en el 

perfil 1 (11 y 18 ddi) se observa la expresión de 2 reguladores negativos para la síntesis de 

exopolisacáridos, lo que indicaría que la concentración de EPS es baja, incluso como se 

menciona párrafos arriba la mutante de uno de ellos, exoR en S. meliloti, resulta en la 

perdida de flagelo y por la tanto de motilidad. Los autores proponen que ExoR tiene un 

efecto directo en la regulación de la biosíntesis de flagelo adicional a la regulación de la 

biosíntesis de succinoglicanos (Yao et al., 2004). 

Adicionalmente en este tiempo de la fijación de nitrógeno observamos la máxima 

concentración de transportadores tipo ABC y la mayor cantidad de familias de reguladores 

expresados, por lo cual proponemos que en este punto es en donde maduran los 

bacteroides y se generan las condiciones para incrementar la fijación de nitrógeno. Otro 

dato a destacar en el tiempo 18 ddi, son los elementos involucrados en regulación así 

como los sitios de unión identificados, donde ambos aumentan ostensiblemente. Los 

reguladores en este punto son diversos. La familia más abundante es la GntR cuyos 

integrantes participan como represores de blancos involucrados en una diversidad de 

procesos biológicos. En total en el perfil 2 (18 ddi) son 5 reguladores de la familia GntR 

detectados, que incluyen a HutC. En S. meliloti, mutantes en los genes gtrA y gtrB 



188 
 

miembros de la familia GntR, tienen una baja motilidad celular y son deficientes en la 

simbiosis, con nódulos pequeños, redondos, ligeramente rosas y se localizan en las raíces 

laterales. Además, en las tres a cuatro semanas posteriores a la inoculación, las plantas 

inoculadas con las mutantes lucen atrofiadas y con una disminución en la actividad de la 

nitrogenasa, pero con un remarcado incremento en la cantidad de nódulos respecto a la 

cepa silvestre. Por último, las mutantes reducen su capacidad de competencia para la 

nodulación (Wang et al., 2008). Otros reguladores presentes en este tiempo pertenecen a 

la familia TetR, sus blancos participan en la resistencia a antibióticos, y en el metabolismo 

de la pirimidinas, ácidos grasos y biotina. La familia LuxR, cuyos blancos están involucrados 

en la competencia, el “quorum sensing”, el metabolismo de los óxidos de nitrógeno y en el 

“switch” anaeróbico. Ambas familias presentan 2 elementos en este perfil. El factor sigma 

que presenta un número importante de sitios o blancos es RpoE, con 19 sitios localizados. 

Entre los probables blancos de RpoE destacan el gen cyaFch2 el cuál codifica para una 

adenilato ciclasa que cataliza la síntesis de 3´5´-AMP cíclico (AMPc) de ATP; el gen aceC 

que codifica para una alfa-cellobiosil-difosfoprenil D-Manosa transferasa y junto con aceB 

participan catalizando el segundo y tercer paso de la vía biosintética del exopolisacárido 

acetano en X. camprestis (Griffin et al., 1996); el gen dapAb, codifica para una 

dihidrodipicolinato sintetasa, en S. meliloti se expresa constitutivamente y está 

relacionado con la biosíntesis de lisina (García-Rodríguez et al., 2000); el gen flgE codifica 

para una proteína del gancho flagelar. En el mismo sentido el gen hipotético con ID 

CH02245 que codifica para una proteína de varilla de cuerpo basal del flagelo también 

presenta un sitio para RpoE,  y el gen nuoB que codifica para la subunidad B de una NADH 

deshidrogenasa. Otro sitio sobrerrepresentado en este perfil es para HipB, el cual forma 

un complejo con HipA para regular genes involucrados en la síntesis de péptidoglicanos y 

en la síntesis de DNA (Black et al., 1994). En E. coli HipB-HipA participan en persistencia 

celular y en la resistencia a antibióticos (Schumacher et al., 2009), aunque R. etli CFN42 no 

tiene anotados los genes hipB ni hipA. En el pC se localiza un gen hipotético con ID 

PC00094 que codifica, al igual que hipA, para una treonina/serina cinasa, el ID contiguo a 

PC00094 codifica para una proteína NodW (un regulador de repuesta de la nodulación). A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garc%C3%ADa-Rodr%C3%ADguez%20FM%22%5BAuthor%5D
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los 18 días localizamos sitios para RpoN (5) y NifA (13), pero ningún blanco comparte 

ambos, aunque RpoN podría funcionar con otra EBP como NtrC, cuyo transcrito se ubicó 

en el perfil 5 (18 y 35 ddi). Además identificamos sitios para un regulador Fis y uno TyrR 

que comparte el blanco con RpoN. La familia Fis abarca los reguladores TyrR, NifA, NtrC y 

otros. Este perfil es el más diverso en reguladores transcripcionales, y prueba de ello se 

observa al comparar el COG K-Transcripción, donde el porcentaje general de los 10 

perfiles es de 6%, en contraste en el perfil 2 llega al 10%, un porcentaje similar al perfil 8 

(18 ddi). El perfil 2 se complementa con el perfil 8, ambos aumentan el número de 

elementos involucrados en la transcripción. En ambos perfiles el sitio de unión a FNR 

aumenta, con 10 sitios en el perfil 8 y 9 sitios en el perfil 2. En R. etli, una triple mutante 

fixL-fnrNd-fnrNchr disminuye considerablemente la fijación de nitrógeno en todos los 

tiempos colectados, y la doble mutante fnrNd-fnrNchr presenta una reducción de poco 

más de la mitad respecto a la cepa silvestre a partir del tercer tiempo de colecta (López et 

al., 2001). El fenotipo similar entre la doble mutante fnrNd-fnrNchr y la cepa silvestre en 

los nódulos jóvenes, es congruente con el aumento de los sitios FNR identificados en este 

trabajo a partir del segundo punto de colecta. Nosotros proponemos que es cuando se 

presentan las condiciones necesarias para la máxima expresión de los genes dependientes 

de FNR. Una de estas condiciones sería la concentración de oxígeno. A los 18 días, los 

sitios para HipB están entre los más representados, pero en cuanto a sitios para RpoE 

disminuyen de 19 sitios en el perfil 2 a sólo 4 en el perfil 8; probablemente a RpoE se deba 

que los genes de los perfiles 2 y 8 se distribuyan en diferentes grupos a pesar de presentar 

su máxima expresión a los 18 ddi, incluso en el perfil 2 observamos la expresión de un gen 

que es una de las cuatro copias de rpoE (PF00052) en el genoma de R. etli, en particular 

este se ubica en el pF. La comparación del consenso (“weblogo”) generada para los 19 

sitios de RpoE del perfil 2 y la generada por los 4 sitios de RpoE del perfil 8, difieren 

considerablemente en las bases de las posiciones 2 y 3, donde la G del perfil 2 esta 

disminuida y la A de la posición 3 en el perfil 8 no existe (Fig. 34 inciso C). Como ya 

mencionamos, el segundo punto más alto en el perfil 2 es 35 ddi, a diferencia del perfil 8 

donde el punto que representa MM es el segundo lugar en expresión. Al igual que en el 
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perfil 2, el perfil 8 presenta un número elevado de reguladores, entre los que destacan 2 

de la familia MarR (ID´s CH02389 y CH02727). Los reguladores de esta familia son positivos 

y negativos, presentan un amplio espectro de blancos de regulación que se distribuyen en 

diversos mecanismos principalmente en virulencia, resistencia a antibióticos, toma de zinc 

y utilización de compuestos aromáticos; adicionalmente, compite con otras proteínas para 

la unión a la RNA polimerasa y puede activar la transcripción (Ellison y Miller, 2006). De 

manera relevante, en el perfil 8 observamos la expresión de otro factor sigma ECF 

(PF00422) no obstante no se ha descrito su probable papel en R. etli ni otra bacteria 

relacionada, podría ser parte de la respuesta en simbiosis sobre genes cuyos productos 

estén involucrados en la envoltura celular.  

La propuesta que tenemos como mecanismo de regulación en este tiempo es 

principalmente la concentración de oxígeno (la mayor cantidad de sitios FNR se localizan 

en este tiempo). La expresión también depende del factor sigma RpoE4, éste se induce 

por estrés osmótico, salino y oxidativo, sus blancos son diversos, y en total 38 genes 

dependen de la sobreexpresión de RpoE4, incluyendo un grupo de 16 genes que codifican 

para proteínas de envoltura celular (Martínez-Salazar et al., 2009); otro factor 

transcripcional que influye a nivel de membrana es HipB, el complejo HipA-HipB está 

relacionado con la persistencia de una parte de la población. Finalmente, debido a que en 

este tiempo se concentran la mayoría de los reguladores transcripcionales, proponemos 

que a los 18 ddi es donde se presenta la mayor transformación de las bacterias (Esquema 

del tiempo 18 ddi ver figura 34 inciso C).  

El tercer punto analizado (25 ddi), involucra un gran número de genes dependientes de 

RpoN-NifA. En nuestro análisis es donde se presenta una mayor expresión de la 

nitrogenasa y por ende de la fijación de nitrógeno, además se relaciona también con la 

máxima expresión en la simbiosis del gen dctA. En este punto proponemos que el 

bacteroide dedica sus componentes casi por completo a la fijación de nitrógeno. El tiempo 

o punto 4, genes de 28 ddi, es prácticamente una copia del tiempo 25 ddi, ya que se ubica, 

como mencionamos anteriormente, muy cercanos entre sí, aunque en el tiempo de 28 ddi 

observamos el inicio de la disminución en la expresión de los genes de la fijación de 
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nitrógeno y sólo algunos genes hipotéticos presentan una expresión mayor en este punto 

con respecto al punto de 25 ddi. Los productos de estos genes podrían ser señales claves 

del inicio de la decadencia de la fijación (ver el resumen del perfil 9). La fijación biológica 

de nitrógeno es un proceso altamente demandante de energía, y por lo tanto la expresión 

de los elementos que participan en este evento deben estar finamente controlados y no 

sólo en dependencia de la concentración de oxígeno en el medio. Basados en nuestros 

datos acerca del regulón RpoN-NifA en microaerobiosis y del regulón NifA en B. japonicum 

(Hauser et al., 2006), así como en ensayos de expresión en S. meliloti 1021 en donde la 

expresión de los genes nifHDK y fixABCX fue observada en bacteroides a los 22 ddi y no en 

condiciones microaeróbicas (Becker et al., 2004), concluimos que en nuestras condiciones 

en vida libre no fue posible obtener una señal significativa de varios de los genes 

previamente reportados dependientes de NifA, lo cual puede deberse a una baja 

expresión de nifA o bien a la regulación de algún otro elemento presente en el medio. Por 

ejemplo, en S. meliloti 1021 se reportó que en presencia de NH4Cl el operón nifHDK no es 

expresado en condiciones microaeróbicas (Noonan et al., 1992). El medio mínimo que 

nosotros utilizamos también contiene NH4Cl que podría al igual que en S. meliloti tener un 

efecto adverso en la expresión de los genes de fijación de nitrógeno, en particular el 

operón nifHDK. En nuestros resultados, en el perfil 9 (perfil en donde se localizan la 

mayoría de los genes dependientes de RpoN-NifA), observamos que las regiones 

promotoras, además de contener los sitios de unión para RpoN y NifA, hay más sitios de 

unión para otras proteínas reguladoras. Podríamos concluir que los genes que pertenecen 

al regulón RpoN-NifA son altamente regulados transcripcionalmente por factores 

diferentes a RpoN y NifA. Los sitios detectados incluyen 9 cajas NOD, 52 sitios RpoD, 22 

RpoE, 14 RpoH, 8 CRP/FNR, 11 MalT, 37 OxyR, 13 RpoS, 12 TrpI, 17 HipB, 3 sigma 70, 13 

PurR, 9 CysB y 3 NtrC; en total se localizaron 301 sitios. El perfil 3 (VL) es el que sigue en 

número de sitios de unión detectados con 211, a pesar de que el perfil 3 dobla en número 

de genes al perfil 9, (178 y 86, respectivamente) (Figuras  16 y 22 inciso f). Basados en esta 

información, podemos concluir que existe una sobre regulación de los genes expresados 

en el punto donde se agrupan los genes del regulón RpoN-NifA. Por ejemplo, en A. 
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caulinodans, la regulación de los genes para la fijación de nitrógeno se modulan por la 

concentración de oxígeno y amonio (Michel-Reydellet y Kaminski., 1999), incluso una 

mutante en phaC (síntesis de PHB) tiene un efecto adverso en la expresión de la 

nitrogenasa (Mandon et al., 1998).  

A los 25 ddi, además se localizan varios de los genes reportados en R. etli como propios de 

la simbiosis (Vercruysse et al., 2011). Entre éstos podemos mencionar a azlC (enzima de 

resistencia a azeleucina, transportador de cadenas ramificadas de aminoácidos), casA 

(unión a calcio) previamente su expresión era delimitada a bacteroides no maduros, y la 

mutante tiene un fenotipo en el desarrollo y la fijación de nitrógeno (Xi et al., 2000), 

además de los genes aptd, bacS, el operón fixABCX y por supuesto nifHDK, entre otros. 

Nosotros observamos genes que los mismos autores consideran exclusivos de la simbiosis, 

compartidos con vida libre (perfil 7, 25 ddi y VL). Por ejemplo dctA, ropA y nolRch; sin 

embargo, es importante mencionar que en su análisis utilizaron sólo nódulos de 21 ddi 

(Vercruysse et al., 2011). A los 25 ddi, como ya hemos señalado, observamos la máxima 

expresión de los genes relacionados directamente con la fijación biológica de nitrógeno, 

como los genes fix y nif. La expresión en este punto es controlada por RpoN-NifA, en 

donde los principales blancos son nifH copias 1, 2 y 3, que codifican para la nitrogenasa 

reductasa y los genes nifD y nifK codificantes de la nitrogenasa que forman parte de un 

operón con nifH. Los genes cpxA y cpxP2 presentan ambos sitios en sus regiones 

promotoras, codifican para citocromos P450 monooxigenasas y a pesar de que en B. 

japonicum  no presentan fenotipo simbiótico (Tully y Keister, 1993), es necesario evaluar 

su participación en la interacción R. etli-P. vulgaris. Para la apertura del complejo de 

transcripción, RpoN requiere de una proteína activadora ó EBP, y si bien localizamos 

blancos con ambos sitios también identificamos genes que en sus regiones promotoras 

está presente sólo el sitio para alguno de estos reguladores, ya sea para NifA o RpoN. 

Entre los blancos con sitios de unión a RpoN destacan: osmC, el cual en E. coli se induce 

por la presencia de sal,  estudios de cristalografía de proteínas y datos adicionales en su 

estructura señalan que pudiera funcionar como una peroxiredoxina (Shin et al., 2004). 

Este gen también fue observado en el análisis de Vercruysse y col., 2011. El gen ctrE que 
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codifica para una farnesil transferasa, la farnesilación es requerida para la interacción 

proteína-proteína y para la actividad de proteínas regulatorias clave como cinasas y Ras. 

Otro regulador con influencia en este punto es OxyR; este factor transcripcional es 

relevante para contender con las especies reactivas de oxígeno. Entre sus blancos en R. 

etli se encuentra la catalasa katG (Vargas et al., 2003). A los 25 ddi, los blancos 

identificados para OxyR son: alkA el cual codifica para una DNA-3-metiladenina glicosidasa 

II, en E. coli se induce por la presencia de agentes alquilantes (Fernandez de Henestrosa y 

Barbé, 1991), el gen mviN que codifica para un factor de virulencia, el cual, su mutante en 

R. etli CIAT899 no presenta fenotipo simbiótico (O'Connell et al., 1998), y el gen coaA que 

codifica para una pantotenato cinasa, Plasmodium cuando parasita al humano utiliza la 

biosíntesis de pantotenato para obtener nutrientes del ambiente del hospedero (Xu et al., 

2010). Los genes expresados a los 25 ddi pertenecen al perfil 9 y se complementan con los 

genes expresados en el perfil 7; no obstante, la expresión en este último es compartida 

con MM-VL. Existen genes con importancia para la simbiosis como dctA (transportador de 

C4-dicarboxilatos) la mutante en S. meliloti no fija nitrógeno y presenta senescencia 

temprana (Engelke et al., 1989), fixNd (codifica para una citocromo oxidasa tipo C) en R. 

etli la mutante reduce la fijación de nitrógeno (Lopez et al., 2001), y el gen groES (codifica 

para una cochaperona) que se propone participa en el plegamiento de la nitrogenasa. A 

éstos tres genes les localizamos sitios de unión a RpoN, por lo que proponemos que su 

regulación en simbiosis es similar a la que presentan los genes de fijación de nitrógeno.  

Los reguladores presentes a los 25 ddi son un regulador transcripcional y un miembro de 

la familia AraC cuya regulación es en genes que participan en la respuesta a estreses, 

utilización de carbohidratos y en la toma de sideróforos de hierro, funciones 

indispensables durante la fijación biológica de nitrógeno. Entre los reguladores presentes 

en el perfil 7 (25 ddi y MM) se encuentra NolRch, el cual se ha descrito como un regulador 

negativo para los genes de nodulación, lo que en este punto en particular correlaciona con 

la ausencia de expresión de genes de nodulación (perfiles 7 y 9). El regulador RosR actúa 

positivamente sobre los genes cuyos productos participan en la síntesis de 

exopolisacáridos. En ambos perfiles sólo localizamos un blanco para RosR, 
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específicamente en la propia región promotora de rosR. Además, el gen exoF1 que 

codifica para una proteína de la biosíntesis de exopolisacáridos, presenta su máxima 

expresión a los 28 ddi (perfil 9) lo que sugiere el inicio de una posible reestructuración 

metabolica y funcional de la población de bacterias del nódulo, ya que además como 

señalamos previamente en este punto se inicia la disminución de la expresión de los genes 

de fijación de nitrógeno. 

En resumen, la propuesta de regulación en este punto es la dependencia de los 

reguladores RpoN y NifA, sus blancos son los principales elementos de la fijación biológica 

de nitrógeno, y para el caso de RpoN se amplía a  blancos involucrados en el transporte de 

dicarboxilatos. El regulador de respuesta a estrés por peróxido OxyR presenta diferentes 

blancos en este perfil, y por otro lado aún queda un grupo de blancos dependientes de 

RpoE, particularmente en el perfil 7 (Esquema del tiempo 25 y 28 ddi ver figura 34 inciso 

D). 

Por lo que respecta a R. etli CFN42 e incluso para otras rhizobias, el punto 5 (35 ddi), es el 

tiempo más alejado analizado mediante transcriptomica en simbiosis, sin embargo es 

conveniente mencionar que en B. japonicum existe un estudio proteómico en el cual 

incluyen un tiempo de 49 ddi (Nomura et al., 2010). En presente trabajo, este tiempo es el 

más se parecido a la vida libre. Este tiempo muestra un grupo de genes que en su 

conjunto proponemos marcan la preparacion metabolica por parte la bacteria para una 

probable restitución de la población de la bacterias en el suelo, pues se observan la 

expresión en genes de quimiotaxis y de privación de nutrientes. La señal para la activación 

de éstos seguramente proviene de la planta al bloquear el envío de compuestos de 

carbono y limitar fuentes de nitrógeno. El grupo de  los genes involucrados directamente 

en la fijación de nitrógeno alcanzan el nivel más bajo de los 5 puntos evaluados en la 

simbiosis. El análisis para la búsqueda de sitios de unión de reguladores reportó pocos 

blancos, siendo el principal el consenso para RpoE. Entre los genes dependientes de RpoE, 

destaca el gen thyA el cual codifica para una timidilato sintasa; el timidilato es esencial 

para la construcción de bloques de DNA. El gen trmU codifica para una metiltransferasa 

tRNA (5-metil amino metil-2-tiouridilato) que participa en la traducción de proteínas, y el 
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gen glgXe que codifica para una glicosil hidrolasa cuyo blanco es el glicógeno. La región 

promotora de ambos genes en su también presentan sitio de unión a RpoE. Al igual que en 

el perfil 2, en donde la mayor influencia de regulación es RpoE, el siguiente regulador por 

número de sitios localizados en los genes expresados a los 35 ddii es HipB, los genes con 

sitios HipB que destacan son: atpI que codifica para una ATP sintasa, el gen contiguo a 

este es atpB el cual también se localiza en el perfil 4 (35 ddi); el gen bglS que codifica para 

una glucanasa (las bacterias que presentan éstos genes son capaces de degradar la 

celulosa), el gen guaB codifica para una inositol-5-monofosfato deshidrogenasa cuyo 

fenotipo simbiótico en R. tropici es nod+ Fix- (Riccillo et al., 2000), y el gen mcpA codifica 

para una proteína de quimiotaxis metil-aceptor. En Burkholderia se ha demostrado que la 

bacteria se mueve a través del micelio extra radicular de las estructura de los hongos y 

esto ocurre en la raíz de la planta hospedera, probablemente en respuesta a un estímulo 

quimiotáctil para la búsqueda de nutrientes y fuentes de energía (Bianciotto et al., 1996 y 

Minerdi et al., 2002). Los sitios Nod se presentan en menor medida en la región 

promotora de los genes de este perfil y tiene como probables blancos principales al gen 

ocs que codifica para la octopina deshidrogenasa (varios tipos de opinas proveen fuentes 

de nitrógeno, fosforo y carbono) y el gen gabT que codifica para una aminobutirato 

aminotransferasa (GABA), cuya función es para la producción de energía y la 

descarboxilación en el ciclo de TCA (Prell et al., 2002).  El otro sitio que destaca es FNR. 

Entre los blancos destaca el gen ntaA el cual codifica para una nitriloacetato 

monooxigenasa, la cual es la primera enzima para la biodegradación de NTA que es 

utilizado como fuente de carbono y nitrógeno (Xu et al., 1997). El mayor grupo de genes 

con este sitio se observa en el tiempo de 18 ddi. En el perfil 4, identificamos 3 reguladores 

transcripcionales: uno la familia AraC sus blancos participan en la respuesta a estrés, 

utilización de carbohidratos y en la toma de sideróforos de hierro, y un miembro de la 

familia AsnC involucrado en el metabolismo de los aminoácidos. 

La propuesta de regulación en este tiempo es complicada puesto que no hay un regulador 

que sobresalga de los demás, hay influencia de RpoE, HipB, Nod y FNR, pero algunos de 
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sus blancos están involucrados en la obtención de nutrientes, producción de energía y el 

reinicio de la síntesis de proteínas (Esquema del tiempo 35 ddi ver figura 34 inciso E).  

 
Figura 31. Cluster o agrupamiento jerárquico de los perfiles 1 (11 y 18 ddi), 2 (18 ddi) y 3 
(VL). El perfil 1 está representado por el 56% de genes del cromosoma y 13% del pC, sus 
principales reguladores son Nod y RpoH. El COG más representativo es el G-Transporte y 
metabolismo de carbohidratos con el 19% y un 44% de sus genes pertenecen a COG´s no 
caracterizados. Los principales genes del perfil son exoR, exsB y cycM. El perfil 2 posee un 
65% de genes del cromosoma y 13% pertenecen al pE, sus principales reguladores son 
RpoD, RpoE y HipB. Los COG´s más representativos son el K-Transcripción con el 10% y el 
L- Replicación, recombinación y reparación (6.5%). Los genes más representativos son  
moaB, nuoE, ntrY, pyrE y dapAB. El perfil 3 posee un 75% de genes del cromosoma y 13% 
de genes del pF, sus principales reguladores son RpoD, RpoE, OxyR y HipB. Los COG´s más 
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representativos son el J-Traducción con el 11.2%, el U- Tráfico y secreción intracelular con 
el 4.5%, el C-Producción de energía con el 10.7% y el O-Modificación postraduccional, 
chaperonas y renovación de proteínas con el 7.9%. Los genes más representativos son 
rps´s, rpl´s (ribosomales), atpABC, vbs´s y los genes tra´s. 
 
En vida libre destaca la expresión de los genes que codifican para proteínas ribosomales y 

factores de traducción y otros “housekeeping genes”, además de genes cuyos productos 

participan en la generación de energía, división celular y los trb para la transferencia 

conjugativa. Los grupos funcionales enriquecidos con el programa GSEA corresponden a 

ribosomas, ciclo del TCA, fosforilación oxidativa, el sistema de transporte tipo IV y el ciclo 

reductivo del carboxilato (fijación de CO2) (Fig. 30).  El COG J-Traducción es casi exclusivo 

de la vida libre, y al igual que el COG O-Modificación postraduccional, chaperonas y 

renovación de proteína se presenta en los perfiles 3, 5, 7 y 10 que son los que contienen 

genes mayormente expresados en vida libre. Por último, el COG U-Tráfico y secreción 

intracelular (genes trb) es el más contrastante, ya que los genes que lo constituyen son en 

su mayoría exclusivos del perfil 3 (expresión en vida libre y represión en los 5 tiempos de 

la simbiosis). Entre los COG´s que disminuyen en porcentaje de elementos en vida libre, 

destaca el COG F-Transporte y metabolismo de nucleótidos el cual presenta un bajo 

porcentaje a lo largo de los perfiles que contienen genes de vida libre (Figuras 16 y 24).  

Los reguladores de la familia AraC que son activadores transcripcionales son los que 

predominan con 2 elementos de 4 reguladores exclusivos de vida libre. En cuanto a sitios 

de unión a DNA identificados, RpoE es el más abundante con 43 elementos seguido por 

HipB con 31 y RpoN con 26, esto tomando en cuenta los perfiles donde se expresan genes 

de vida libre (perfiles 3, 5, 7 y 10). Como señalamos anteriormente, en vida libre hay genes 

que indican que la bacteria se encuentra en una etapa de división constante y con un 

metabolismo general activo. Por ejemplo, los genes ftsH, ftsZ2, mraZ  y ftsW que codifican 

para proteínas de división celular se expresan en vida libre, aunque a excepción de mraZ 

en donde sí identificamos un sitio de unión a RpoN, FNR, Tus y ArcA, para los 3 restantes 

no fue posible identificar ningún sitio de unión conocido. Otro grupo de genes relevantes 

de vida libre son los que pertenecen al COG C-Producción de energía, entre éstos los 

genes atpC, atpD, atpA, atpE y atpF, los cuales codifican para ATP sintetasas F0F1 
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subunidades épsilon, beta, alfa, C y B´ respectivamente. De éstos previamente se había 

reportado su baja expresión en bacteroides, lo que respalda la baja actividad y división de 

este tipo celular. En R. etli, en un reporte reciente se estableció que la expresión de este 

grupo de genes también disminuye drásticamente cuando la bacteria entra en fase 

estacionaria (Vercruysse et al., 2011). Un grupo de genes no reportado en los 

transcriptomas en donde se compara la expresión con la vida libre con respecto a la 

simbiosis, son los genes cuyos productos participan en la transferencia conjugativa, entre 

éstos traCa, trbH, trbJ, trbE, trbD, trbC y trbB. En R. leguminosarum los genes trb están 

involucrados en la transferencia del pSim  (pRL1JI), una mutación en el gen trbL (ubicado 

en el perfil 4, 35 ddi) bloquea la transferencia del plásmido simbiótico (Wilkinson et al., 

2002). En R. leguminosarum, los genes bisR y traR se localizan adyacentes a la región traI-

trbBCDEJKLFGHI. BisR induce la expresión de traR, en tanto TraR induce la expresión del 

operón traI-trb. La expresión es dependiente de “quorum sensing” a través de la 

concentración de homoserinas lactonas (Danino et al., 2003). La disminución en la 

expresión durante la simbiosis de varios de los genes importantes para la bacteria podría 

tener sus bases en la coevolución. En un trabajo reciente, en donde analizan el 

transcriptoma de la interacción leguminosa-rhizobium observan que el efecto de la 

variación genética en la planta y en la bacteria afecta la expresión genética de la bacteria, 

pero la sola variación genética de la bacteria tiene un bajo efecto sobre la expresión 

genética de la planta. Los cambios en expresión por lo general repercuten en un beneficio 

en el acondicionamiento de la planta (Heath et al., 2012). En el mismo sentido, se ha 

propuesto nombrar a los rhizobios fijadores de nitrógeno como aminoplastos cuya 

actividad principal es la de proveer nitrógeno a la planta (Terpolilli et al., 2012). Lo 

observado en esta condición (VL) respalda en parte estas observaciones, la expresión de 

diferentes grupos de expresión benéficos para la bacteria son “reprimidos”, en tanto que 

los grupos de genes cuyos productos aportaran un beneficio a la planta son expresados. 

Entre los genes con una drástica disminución en la expresión genética se encuentran los 

involucrados directamente en el ciclo de TCA, del que trataremos a detalle en los 

siguientes párrafos. 
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Figura 32. Cluster o agrupamiento jerárquico de los perfiles 4 (35 ddi), 5 (VL y 35 ddi) y 6 
(11 y 18 ddi). El perfil 4 está representado por el 62%  de genes del cromosoma y 12% del 
pF, sus principales reguladores son RpoD, HipB, RpoE, Nod y NifA. Los COG´s más 
representativos son el G-Transporte y metabolismo de carbohidratos con el 13.3%, el E--
Transporte y metabolismo de aminoácidos con 11% y el 4% de sus genes pertenecen al 
COG Q- Transporte y biosíntesis de metabolitos secundarios. Los principales genes de este 
perfil son mcpA, birA y gabT. El perfil 5 posee un 63% de genes del cromosoma, el 13% 
corresponden al pE y el 7% al pB. Sus principales reguladores son RpoD, RpoE, HipB y 
RpoH. Los COG´s más representativos son el O-Modificación postraduccional, chaperonas 
y renovación de proteínas con el 10%, el COG P-Transporte y metabolismo de iones 
inorgánicos con el 8.3% y el COG M-Pared celular/Biogénesis de membrana con el 6.6% de 
los genes en este perfil. Los genes más representativos son  mtgA, ftsH, pssA y ntrC. El 
perfil 6 está representado por un 66% de genes de cromosoma y un 16% de genes 
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pertenecen al pE. Sus principales reguladores son RpoD, RpoE, HipB y FNR. Los COG´s más 
representativos son el COG G-Transporte y metabolismo de carbohidratos con el 24.3%, el 
E-Transporte y metabolismo de aminoácidos con un 15.7% y el COG I-Transporte y 
metabolismo de lípidos con un 8.6%. En este perfil destacan los genes citEch, fadD, flhA y 
mccB. 
 

Además de la regulación, un factor que ofrece un nivel mayor de complejidad a este 

análisis, son los datos obtenidos y presentados en el artículo donde se analiza la expresión 

de los genes (transcriptoma) y proteínas (proteoma) durante la simbiosis, en donde se 

observa una baja correlación entre lo expresado e identificado entre ambas metodologías 

(Resendis-Antonio et al., 2011). Los datos del transcriptoma referentes al ciclo de TCA, 

coinciden a lo reportado en otros modelos en donde se observa una represión durante la 

simbiosis, esto cuando los datos provienen de una comparación entre vida libre y 

simbiosis. Entre los datos que respaldan la baja expresión de éstos genes, tenemos que la 

mutante acnA (aconitasa) de B. japonicum, a pesar de que en vida libre la actividad de 

aconitasa disminuye en un 70%, esta cepa nodula y fija nitrógeno de manera similar a la 

cepa silvestre (Thöny-Meyer y Künzler, 1996); además mutantes en los genes sucAB, al 

igual que el fenotipo anterior, fijan nitrógeno al mismo nivel que la cepa silvestre (Green 

et al., 2000). No obstante, en R. leguminosarum se reportó que las mutantes sucA y sucC 

tienen un fenotipo simbiótico Fix- (Walshaw et al., 1997); además, en un análisis 

transcriptómico en nódulos de 28 ddi, observaron una sobreexpresión de los genes que 

componen el ciclo de TCA, entre éstos los genes suc, acnA, citE, entre otros (Karunakaran 

et al., 2009), así también la mutante acnA de S. meliloti 1021 presenta un fenotipo Fix- 

(Koziol et al., 2009). En R. etli,  al comparar 18 ddi contra VL, observamos una clara 

tendencia de los genes involucrados en el ciclo del TCA hacia la vida libre, lo que nos indica 

una nula o baja expresión en simbiosis (Figuras 7, 9, 11 y Fig. 13 inciso b, Tablas 4 y 5). 

Prácticamente obtenemos el mismo patrón de expresión de éstos genes en el análisis de 

los perfiles generados a partir de los 5 tiempos de simbiosis y un tiempo de vida libre 

donde observamos la expresión de los genes del TCA en el perfil 3 (VL) (Fig. 16 incisos a y 

c, fig. 30). A diferencia de ambos resultados del transcriptoma, prácticamente todas las 

proteínas de este ciclo fueron identificadas en simbiosis a los 18 ddi (Resendis-Antonio et 
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al., 2011), las proteínas no identificadas (CitEch y Sdh) podrían ser la clave para la 

activación del ciclo en momentos específicos. Por ejemplo, observamos que sdhC que 

codifica para una succinato deshidrogenasa y pdhA2 el cual codifica para piruvato 

deshidrogenasa subunidad beta, se expresan a los 25 ddi y en MM (perfil 7); en tanto 

pdhA1 alcanza su máxima expresión en el perfil 3 (MM). Así mismo, en R. etli PdhA2 fue 

identificada en simbiosis mediante proteómica (Resendis-Antonio et al., 2011). El 

complejo de la piruvato deshidrogenasa cataliza la descaboxilación oxidativa del piruvato 

para producir acetil-CoA, lo que une la glicólisis con el ciclo de Krebs. En S. meliloti los 

genes pdhA1 y pdhA2 son mayormente expresados en simbiosis con respecto a vida libre 

(alrededor de 3 veces más), no obstante esta expresión no depende de la cascada FixLJ y 

en vida libre, al agregar piruvato, éstos genes se observan inducidos (Cabanes et al., 

2000). En nuestros resultados del análisis in silico no identificamos sitio de regulación 

alguno en la región promotora de pdhA1 ni pdhA2. En S. meliloti una mutante en el gen 

ada cuyo producto es una arilesterasa, se observa disminuida la actividad de la PDH, 

presenta un fenotipo simbiótico al reducir la fijación de nitrógeno, lo que lleva a los 

autores a concluir que la actividad de la PDH es importante para la simbiosis (Soto et al., 

2001). En A. caulinodans a partir de mutantes fixB termosensibles, se ha propuesto que 

FixABCX pudiera facilitar la transferencia de electrones del complejo de la piruvato 

deshidrogenasa a la nitrogenasa (Scott y Ludwig, 2004). En nuestras observaciones la 

expresión de fixB coincide con la expresión de pdhA2 a los 25 ddi, perfiles 9 y 7 

respectivamente. 

Por lo tanto, en R. etli si bien el análisis de los transcriptomas sostiene la hipótesis de que 

sólo una parte del ciclo de Krebs está activa, reveladoramente los genes detectados en el 

análisis de transcriptoma (perfiles de expresión) codifican para las proteínas que no 

fueron identificadas en el trabajo de Resendis-Antonio y col. 2011, y con excepción de la 

isocitrato deshidrogenasa (icd), tenemos identificados todos los elementos que participan 

en el ciclo del TCA, es decir observamos la expresión en simbiosis de los genes citEch 

(perfil 6, 18, 35 y 11-ddi, Fig. 19), y sdh (VL y 25 ddi, perfil 7, Fig. 20), proponemos que 

éstos genes podrían ser el cuello de botella para la activación o no del ciclo durante la 
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simbiosis. En S. meliloti se demostró que con el 7% de actividad de la citrato sintasa (gltA) 

es suficiente para fijar nitrógeno a los mismos niveles que la cepa silvestre, y solo si la 

actividad de la GltA disminuye a 0.5% se observa un fenotipo Fix- (Grzemski et al., 2005). 

Por lo tanto proponemos que los productos de estos genes son los que marcan el 

momento en el cual el ciclo del TCA es requerido, probablemente mediante regulación 

transcripcional o postraduccional. Abriendo un paréntesis para tocar el punto de 

regulación postraduccional, observamos la expresión de pckA en el perfil 10, 18 ddi y VL 

(Fig. 23) cuya mutante en R. etli presenta un fenotipo Fix- (Tate et al., 2004). Resultados 

no publicados de un análisis proteómico han determinado que PckA presenta más de una 

entiad electroforética lo cual sugiere una modificación postraducional (posible 

fosforilación) durante la simbiosis (Encarnación et al., en preparación). Adicionalmente, en 

los genes expresados en simbiosis identificamos a phoA (fosfatasa alcalina) y al gen 

hipotético con ID CH003064 (probable fosfatasa), ambos en el perfil 2 (Fig. 15, 18 ddi), 

cuyos productos podrían funcionar en la regulación postraduccional durante la simbiosis. 

El dato más concluyente para indicar que en R. etli CFN42 el ciclo de TCA es activo en 

simbiosis, es eportado en el metaboloma del bacteroide a los 18 ddi,  en donde se 

identificaron cinco metabolitos que participan en este ciclo; entre éstos, ácido cítrico, 

ácido succínico, ácido 2-oxoglutárico y ácidos fumárico y málico (Resendis-Antonio et al., 

2012). En cuanto a la regulación transcripcional de este grupo de genes, en la región 

promotora del gen citEch no identificamos sitios de regulación; por otro lado, por lo que 

respecta a la región promotora del gen sdhC presenta sitios para PhoB3, PurR, Tus y RpoD. 

Finalmente, los datos de los grupos funcionales (COG´s, KEGG y GSEA) respaldan la 

hipótesis de la presencia y funcionalidad en la simbiosis del ciclo de TCA; por ejemplo, hay 

una baja o nula expresión en simbiosis de los genes involucrados en la síntesis de 

proteínas (COG J-Traducción), lo que nos indica una baja en la producción de novo, así 

como también una ausencia en los perfiles simbióticos de genes que codifican para 

proteínas involucradas en la degradación, chaperonas y modificación de proteínas, lo que 

sugiere la estabilidad  proteica en el ambiente simbiótico. Es necesario evaluar la 

expresión de este grupo de genes en simbiosis en condiciones diferentes a las realizadas 
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en este trabajo, por ejemplo, cuando se reduzca la fotosíntesis (ensayos en obscuridad) o 

cuando la planta sea senescente. 

 
Figura 33. Cluster o agrupamiento jerárquico de los perfiles 7 (VL y 25 ddi), 8 (18 ddi), 9 
(25 y 28 ddi) y 10 (VL y 18 ddi). El perfil 7 está representado por el 82 % de genes del 
cromosoma, sus principales reguladores son RpoE, RpoD, RpoN, NifA, PhoB y PurR. Los 
COG´s más representativos son el K-Transcripción, el J-Traducción ambos con el 10.2% y el 
COG O-Modificación postraduccional, chaperonas y renovación de proteínas con el 8.2%. 
Los principales genes de este perfil son pdhA2, dctA, sdhC y groES. El perfil 8 posee un 63% 
de genes del cromosoma y el 16% al pF. Sus principales reguladores son RpoD, FNR, HipB, 
MalT y OxyR. Los COG´s más representativos son el K-Transcripción con el 10.1%, el COG I-
transporte y metabolismo de lípidos con un 7.6%, y el COG M-Pared celular/Biogénesis de 
membrana con el 6.3% de los genes en este perfil. Los genes representativos de este perfil 
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son mraY, murB, aptch e idhA. El perfil 9 está representado por un 49% de genes del pD y 
por un 37% de cromosoma. Los reguladores principales son RpoN, RpoE, NifA, RpoD y 
OxyR. Los COG´s más representativos son el C-Producción y conversión de energía con el 
12.64% y el COG H-Transporte y metabolismo de coenzimas con el 2.3%. Los genes 
representativos son nifHDK, fixABCX, iscN, leuD y gstI. El perfil 10 el 77% son de 
cromosoma, un 7% son del pF y un 6% del pA. Los principales reguladores son RpoD, RpoE, 
RpoN, RpoS y FNR. Los COG´s representativos son el E-Transporte y metabolismo de 
aminoácidos con un 13.46%, el COG T-Mecanismo de traducción de señales y el COG P-
Transporte y metabolismo de iones inorgánicos ambos presentan un 7.7%. Los genes más 
representativos son  sodB, mntH, clpS y mrsA.  
 
Un grupo de genes poco estudiados en simbiosis es el relacionado a la vía del 

metabolismo de las purinas. El antecedente directo en R. etli CFN42 es que observaron 

que mutantes en los genes purF, purD, purQ, purY, purL y purE aumentan la expresión de 

fixNOQP pero en la mutante purH (cuyo producto cataliza la conversión de ribonucleótido 

5-aminoimidazole-4-carboxamida (AICAR) a ribonucleótido 5-form-aminoimidazole-4-

carboxamida (FAICAR) e inosina no se modifica su expresión. Los autores proponen que 

AICAR o un metabolito cercano inhibe la expresión de fixN (Soberón et al., 1997). En S. 

meliloti al utilizar un precursor de AICAR se observó la disminución de la expresión de fixK, 

fixN, fixT y nifA, esto en condiciones microaeróbicas (Soberón et al., 2001). En nuestro 

análisis observamos la expresión de los genes purC (codifica para una defosforibosil amino 

imidazol succino sintetasa) y purU, el cual codifica para una deformilasa de formil tetra 

hidrofolato que produce formato a partir de formil-tetrahidrofolato, siendo la fuente de 

formato para PurT en la biosíntesis “de novo” de purinas, tiene un papel en el 

metabolismo de carbono, se activa por metionina y se inhibe por glicina. Una mutante en 

purU de E. coli disminuye la infección sobre violetas africanas (Okinaka et al., 2002). La 

máxima expresión de purUe se observa a los 11 ddi, en tanto que la expresión de purUch y 

purC  la observamos a los 18 ddi. En este punto también se observa la expresión de los 

genes cyaFch2, CH02560 y PE00177 las tres codifican para adenilato ciclasas, además de 

los genes gmk2 (guanilato cinasa o GMP cinasa) enzima esencial para la biosíntesis de GTP 

y dGTP) y aptch (una adenina fosforibosil transferasa). La copia del gen aptd se localiza en 

pSim y su máxima expresión se observa a los 25 ddi, incluso forma parte del regulón 

RpoN-NifA (Salazar et al., 2010). Al igual que en nuestro análisis, en R. etli utilizando 
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nódulos de 21 ddi, fue detectada la expresión de un gen aptD exclusivo de simbiosis 

(Vecruysse et al., 2011). La función de Apt es catalizar una reacción de salvamento que da 

por resultado la formación de AMP difosfato a partir de adenina + 5-fosfo-alfa-D-ribosa 1-

difosfato, lo que resulta menos costoso energéticamente que la síntesis “de novo”. A los 

25 ddi, compartido con vida libre, se observa la expresión de rpoA (la RNA polimerasa 

subunidad alfa) y de nrdE el cual codifica para una ribonucleótido-difosfato reductasa 

subunidad alfa. En S. meliloti la sobreexpresión de nrdJ (de E. coli) que codifica para una 

ribonucleótido reductasa dependiente de cobalamina (RNR) afecta la simbiosis. Mediante 

micrografías se observa que las bacterias de esta cepa pueden inducir nódulos pero que 

son incapaces de diferenciarse a bacteroides y en cierto momento son lisadas en el 

citoplasma de la planta. Este defecto puede deberse a la inactivación de la RNR por 

especies reactivas de oxígeno, o por una inadecuada habilidad de contender con el 

oxígeno en el nódulo, o bien una combinación de ambas (Taga y Walker, 2010). A los 35 

ddi, se expresa expreado el gen guaB el cual codifica para una inositol-5-monofosfato 

deshidrogenasa. En R. tropici la mutante guaB presenta sensibilidad al calor, y un fenotipo 

simbiótico al formar nódulos carentes de rhizobios (Riccillo et al., 2000). Utilizando los 

promotores para nodA, bacA y nifH fusionados al gen guaB, sólo el promotor para nodA 

recobró el fenotipo silvestre, lo que indicaría que GuaB se requiere en las etapas iniciales 

de la interacción. La mutante guaB en S. meliloti induce nódulos silvestres en alfalfa y en 

M. truncatula, y analizando la mutante guaB de R. tropici en L. leucocephala (nódulos 

indeterminados) ésta no presenta fenotipo simbiótico, por lo que sugieren que guaB es 

requerido para la simbiosis pero sólo en el caso de plantas que forman nódulos 

determinados (Collavino et al., 2005). El metabolismo de las purinas podría ser un 

referente en el proceso de la fijación biología de nitrógeno, y a través de la concentración 

de metabolitos como AICAR (represión metabólica), pueden controlar la expresión de 

genes. No obstante, en varios de los ejemplos el impacto de genes relacionados a la 

purinas se presenta en tiempos tempranos de la interacción, también pudiera tener un 

efecto en las etapas tardías, incluso para el caso de AICAR en R. etli se observa el mayor 

impacto en dichos tiempos (Soberón et al., 1997).  



206 
 

Figura 34. Representación de la temporalidad de expresión basada en cuatro puntos de la 
simbiosis y un punto de vida libre de acuerdo a sus niveles de expresión. La descripción de 
los mismos se presenta en la sección de resultados 11.3 y en la discusión. A) Vida libre, B) 11 
ddi, C) 18 ddi, D) 25 y 28 ddi, E) 35 ddi. Los claves de los COG´s son: C-Producción y 
conversión de energía, D-Control del ciclo celular, E-Transporte y metabolismo de 
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aminoácidos, F-Transporte y metabolismo de nucleótidos, G-Transporte y metabolismo de 
carbohidratos, H-Transporte y metabolismo de coenzimas, I-Transporte y metabolismo de 
lipídos, J-Traducción, K-Transcripción, L-Replicación, recombinación y reparación, M- 
Biogénesis de membrana y pared celular, N-Motilidad celular, O-Modificación 
postraduccional, degradación de proteínas y chaperonas, P-Transporte y metabolismo de 
iones inorgánicos, Q-Transporte, catabolismo y biosíntesis de metabolitos secundarios, T-
Mecanismos de traducción de señales, U-Tráfico intracelular y secreción, V-Mecanismos de 
defensa, R-Solo predicción de función general, S-Función desconocida y X-No en COG´s. Se 
incluyen los sitios de regulación representativos de cada tiempo, así como el consenso para 
RpoE. Las micrografías mostradas son representativas de una condición de vida libre y de 
bacteroides colectados en cada tiempo posteriormente etiquetados con Syto 9 (verde) y PI 
(rojas). 

 

El metabolismo de las purinas se complementa con la expresión de los genes propios del 

metabolismo de las pirimidinas. Los genes trxBf (una tiorredoxina (NADPH) reductasa, 

deoA (fosforilasa de timidina) y pyrE (oratato ribosiltransferasa) se expresan a los 18 ddi, 

en tanto que a los 35 observamos la expresión de los genes thyA (una timidilato sintasa) y 

nuevamente trxBf (perfil 6, 18 y 35 ddi). TrxB, al igual que KatA, AhpCF y Bcp, confieren 

resistencia al estrés oxidativo, en S. aureus y son reguladas por el mismo factor 

transcripcional PerR, además son necesarias para la virulencia (Horsburgh et al., 2001). Las 

tioredoxinas en plantas constituyen una familia de pequeñas proteínas. En M. truncatula, 

se localizaron dos isoformas específicas de leguminosas, su expresión se observa en 

simbiosis y están clasificadas como trxs´s simbióticas (Alkhalfioui et al., 2008). El gen deoA 

es expresado a los 18 ddi y participa en la fosforilación reversible de la timidina, pero en 

simbiosis aún no ha sido caracterizada. En S. meliloti una mutante pyrE (una oratato 

ribosiltransferasa, perfil 2) retrasa la nodulación (Pobigaylo et al., 2008), además la 

mutante pyrF/pyrE produce nódulos pero no fija nitrógeno. Los nódulos producidos por la 

mutante pyrF/pyrE presentan características estructurales más avanzadas que los nódulos 

de la mutante pyrC, esto podría indicar que algunos intermediarios de la biosíntesis de las 

pirimidinas tienen un papel sobre la transformación del bacteroide y del desarrollo del 

nódulo (Vineetha et al., 2001). Respecto a ThyA (una timidilato sintasa, perfil 4), el 

timidilato es esencial para la construcción de bloques de DNA, se sintetiza a partir de 

deoxiuridilato utilizando la enzima timidilato sintasa (TS) o bien de timidina (dT) utilizando 
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la timidina cinasa (TK).  En M. pneumonidae la sobre expresión de la timidina cinasa 

complementa la pérdida de la timidilato sintasa, aunque los autores proponen que podría 

existir una TS alternativa en el genoma de M. pneumonidae (Wang et al., 2010). Los datos 

de expresión y fenotipos de este grupo de genes nos indica la importancia de 

incorporarlos para evaluar su expresión y fenotipo simbiótico a lo largo de las diferentes 

etapas de la fijación biológica de nitrógeno. 

 
Figura 35. Corte de nódulo a los 18 ddi (Phaseolus vulgaris-R. etli CFN42), A) 
Flourocromo SYTO 9, tinción verde (bacteria viable), B) Yoduro de propidio o PI, tinción 
roja (célula muerta o dañada), C) Sin tinción, y D) Sobrelape de imágenes SYTO 9 y 
Yoduro de propidio. 
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Figura 36. Funcionamiento general de un bacteroide de R. etli CFN42 durante la 
simbiosis con Phaseolus vulgaris, los datos provienen principalmente de los 
resultados del transcriptoma, figura modificada de Oldroyd, 2011. 
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El análisis expuesto a continuación incluye sólo los componentes del bacteroide 

expresados en un nódulo fijador (la mayoría de genes corresponden a los tiempos 18 y 25 

ddi). El modelo general de cómo funcionan los bacteroides en un nódulo determinado lo 

presentamos en la figura final (Fig. 36), la cual fue tomada de una revisión reciente acerca 

de la nodulación y fijación de nitrógeno por rhizobios (Oldroyd et al., 2011) y modificada 

con nuestros datos. Al igual que en el resto de las Rhizobiaceas, el malato, succinato y 

fumarato son los principales dicarboxilatos provistos por la planta (Westenberg y 

Guerinot, 1999). En R. etli CFN42, detectamos la expresión de los genes involucrados en el 

transporte de C4 dicarboxilatos, entre ellos el principal, dctA (Yurgel y Kahn, 2004), 

localizado en el perfil 7 que corresponde a genes expresados principalmente en vida libre 

y en un segundo plano a los 25 ddi. La regulación de dctA es llevada a cabo por sigma 54 y 

por el complejo DctD-DctB de cuyos transcritos no detectamos expresión utilizando 

nuestros parámetros. Cabe destacar que con los mismos parámetros tampoco detectamos 

expresión del gen nifA. En la región promotora del gen dctA localizamos el sitio de unión a 

RpoN, por lo que proponemos que al igual que los genes de fijación de nitrógeno, dctA es 

regulado por RpoN2 en simbiosis. A los 18 ddi (perfil 2), se observa la expresión de un gen 

hipotético con ID PF00068, que codifica para un transportador tipo ABC de C4-

dicarboxilatos, en la región promotora del gen con el que posiblemente este acoplado 

(PF00069) identificamos 2 sitios, uno para RpoN y otro para RpoD. En el mismo perfil 

donde se localiza dctA se encuentra el gen sdhC cuyo producto cataliza la oxidación de 

succinato a fumarato, si bien las principales fuentes de carbono son las que señalamos 

previamente, tenemos un grupo diverso involucrado en el transporte, asimilación y uso de 

diversas fuentes de carbono. Un ejemplo que destaca son los transportadores tipo ABC 

enriquecidos positivamente a los 18 ddi y que son enriquecidos negativamente a los 25 y 

28 ddi. Por ejemplo, los productos del operón frcAB que participan en el transporte de 

fructosa y se localizan en el perfil 2 (18 ddi). Al igual que nosotros Vercruysse y 

colaboradores (2011) indican que el operón constituido por los genes hipotéticos con ID´s 

PB00113, PB00114 y PB00115 codifican para transportadores de azúcar tipo ABC se 

expresan a los 21 ddi (Vercruysse et al., 2011), en nuestro análisis nosotros detectamos 
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los genes con ID´s PB00113 y PB00114 en los perfiles 4 y 9, respectivamente. Para el gen 

del perfil 4, no identificamos sitio de regulación alguno, pero en la región promotora del 

PB00114, perfil 9, localizamos 1 sitio para NifA, 1 para RpoE, 1 para Sox y uno para RpoD. 

Una vez que se han establecido las condiciones óptimas en los nódulos se incrementa la 

fijación de nitrógeno, por lo que los bacteroides disminuyen significativamente la 

asimilación de amonio en los amino ácidos y secretan en mayor medida el amonio a la 

planta, este patrón lo tenemos representado en los genes que se reprimen a los 25 ddi  y 

en menor medida a los 28 ddi,  donde braC (perfil 10) y braF (perfil 2) presentan el nivel 

más alto de represión respecto a los otros tiempos de simbiosis e incluso a la vida libre. En 

contraste a esto, los genes involucrados directamente en la fijación presentan su máxima 

expresión a los 25 ddi (perfil 9). En este perfil también se localiza el gen gstI; en R. 

leguminosarum la presencia de GstI reduce la capacidad de asimilación de NH4+ (Tatè et 

al., 2001). Un evento relacionado con la disponibilidad de aminoácidos se presenta 

cuando el bacteroide está en su punto máximo de fijación, a diferencia del resto de los 

perfiles, en el perfil 7 (25 ddi y MM) observamos que no hay genes pertenecientes al COG 

E-Transporte y metabolismo de aminoácidos.  

Una serie de sistemas de transporte para diferentes elementos son requeridos para el 

óptimo funcionamiento del bacteroide, de los cuales incluso sumando los identificados en 

diversos modelos fijadores de nitrógeno en simbiosis con plantas leguminosas aún quedan 

huecos en algunas funciones. En este modelo, se presentan los identificados en R. etli 

CFN42 utilizando principalmente los datos del transcriptoma generados en este trabajo. El 

transportador identificado para Mg2+ en R. leguminosarum es MgtE, una mutación en el 

gen mtgE produce un fenotipo Fix- (Karunakaran et al., 2010). En R. etli CFN42 en el perfil 

10 observamos al gen mntH, que codifica para un transportador de manganeso (Mn2+) y 

que podría también transportar Mg2+, en B. japonicum el gen es regulado por Fur, y una 

mutante mntH cultivada en limitaciones de Mn2+ tiene una deficiencia en el crecimiento, 

utilizando al piruvato como fuente de carbono (Hohle y O'Brian, 2009). En la región 

promotora de este gen no detectamos de sitios de regulación conocidos. En cuanto al 

hierro, en la revisión publicada por Oldroyd y colaboradores, (2011), se analiza este 
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sistema de transporte, quedando sin definir un probable gen candidato para codificar a la 

permeasa. No obstante, en el trabajo de Vercruysse y colaboradores señalan que AfuA3 

transporta el hierro al interior del bacteroide. El transcrito para afuA3 fue localizado en 

nódulos de 21 ddi (Vercruysse et al., 2011), en nuestros datos la expresión de este gen se 

ubica en el perfil 2 (18 ddi), además el gen afuB2 se observa expresado a los 18 ddi (perfil 

8). Adicionalmente en  la región promotora de afuA3 identificamos un sitio para PhoB y 

uno  para RpoD, en la región promotora del gen afuB2 no identificamos sitio alguno pero 

los ID´s son contiguos CH02724 y CH02725 respectivamente, lo que indicaría que 

probablemente forman un operón. Para el caso de fosfato, en los perfiles 2 y 9 

identificamos los genes hipotéticos con ID´s CH00159 y CH00160 respectivamente, ambos 

pertenecen a la familia de transportadores para fosfonato tipo ABC y se han propuesto 

para el transporte de fosfato en simbiosis. Recientemente en nódulos de 21 ddi se detectó 

la expresión de CH00158 que codifica también para un probable transportador de 

fosfanato tipo ABC (Vercruysse et al., 2011) el cual sugerimos está en operón con 

CH00159 y CH00160. En la región promotora de CH00159 localizamos los sitios para HipB, 

OxyR, RpoD y una caja Nod; en cuanto a CH00160 localizamos un sitio para NifA y uno 

para PhoB. Además del gen hipotético con ID CH02045 el cual codifica para un 

transportador tipo ABC para nitrato, sulfonato y carbonato, su máxima expresión se 

presenta a los 11 ddi (perfil 1), y en su región promotora no identificamos ningún sitio de 

regulación conocido. 

La activación transcripcional de los promotores de bacterias en su medio no es una simple 

decisión de encendido o apagado. Los genes o grupos de genes aquí descritos, requieren 

una coordinada expresión entre los genes de la bacteria y los de la planta, la expresión se 

modifica en dependencia a los cambios continuos de las señales moleculares que se 

presentan a lo largo de la interacción. Así, nosotros presentamos algunos aspectos de la 

regulación de R. etli, pero enfatizando los elementos de regulación que gobiernan la 

transcripción durante la simbiosis. Para estudiar a detalle los diferentes promotores que 

regulan los genes expresados en simbiosis y vida libre utilizamos secuencias previamente 

reportadas y herramientas bioinformáticas para buscar los sitios de regulación  presentes 
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en los genes que modificaron su expresión. Además, empleamos la información de los 

genes que codifican para reguladores transcripcionales presentes en cada perfil para tener 

un panorama de regulación más detallado. La expresión de los genes en el  bacteroide 

presentados y analizados en esta tesis, valida información previa y genera nueva 

información que consideramos da respuesta del funcionamiento general del bacteroide 

permitiéndonos concluir que a través de diferentes vías y sistemas de regulación, la serie 

de genes básicos para el funcionamiento correcto del bacteroide es similar tanto en 

nódulos determinados como no determinados (Fig. 36). Aunque existen características 

propias al comparar bacterias que inducen nódulos indeterminados y bacterias con 

nódulos determinados, hay diferencias que incluso se presentan entre bacterias afines, 

por ejemplo la mutante pckA en R. leguminosarum 3841, fija nitrógeno normalmente 

(Mulley et al., 2010), pero la mutante en R. etli CFN42 presenta un fenotipo Fix- (Tate et 

al., 2004). Otra de las diferencias es que en nuestros resultados observamos la expresión 

de genes de nodulación principalmente a los 11 y 35 ddi, lo que contrasta con los 

transcriptomas en nódulos indeterminados, donde no observan la expresión de este tipo 

de genes. Un aspecto fundamental entre las bacterias que inducen nódulos 

indeterminados respecto a los determinados se observa en su viabilidad, así en nódulos 

indeterminados las bacterias sufren endoduplicación (división del cromosoma hasta 

alcanzar 18C en una misma célula) y son inviables (el ioduro de propidio, IP, ingresa lo que 

indica que la célula está muerta o dañada). Los bacteroides de los nódulos determinados 

no sufren endoduplicación y una gran parte de la población es viable (Mergaert et al., 

2006, Oono y Denison, 2010).  

Los diferentes modelos de fijación biológica de nitrógeno coinciden en aspectos 

fundamentales, tal como la necesidad de una baja concentración de oxígeno, y en el 

intercambio de nutrientes donde la planta aporta carbono y la bacteria nitrógeno, pero en 

los trabajos reportados hasta el momento no se ha obtenido un mapa de expresión que 

refleje la temporalidad de esta y con ello se conozcan las bases moleculares presentes en 

la interacción necesarias para el funcionamiento armónico entre ambos organismos. La 

ventaja que otorga el análisis en nódulos determinados es la identificación de la expresión 
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de genes de acuerdo a su temporalidad. Para un análisis similar en nódulos 

indeterminados se requeriría utilizar microdisecciones con láser como se hizo para evaluar 

el transcriptoma tejido específico de nódulos de Lotus japonicus (Takanashi et al., 2012). 

Una de los aspectos relevantes de este tipo de herramientas de análisis de expresión 

global es que permite delimitar redes de regulación o como en este caso regulones; no 

obstante, para extraer al máximo la información generada por este tipo de metodologías, 

en particular los microarreglos, es necesario apoyarse en programas que faciliten la 

extracción e interpretación de los mismos. Por ello, nosotros utilizamos programas como 

GSEA que nos permitió agrupar los genes de acuerdo a su clasificación funcional, 

“RsaTools” que a partir de secuencias previas aportó los sitios probables de regulación 

para cada uno de los genes, KEGG Color Pathway que nos ayudó a la ubicación en las 

diferentes vías en que participa cada gen de manera gráfica, el programa Cluster  a partir 

de los valores de expresión de los genes en cada condición y tiempo aquí presentada, nos 

ayudó al agrupamiento de cada gen. El análisis de búsqueda de los sitios de regulación de 

acuerdo a la temporalidad de la expresión es el primero que se realiza en Rhizobios, 

incluso varios de los sitios identificados en este trabajo no se han reportado previamente 

en R. etli CFN42. Como se mencionó en varias partes del trabajo, la regulación del genoma 

de R. etli CFN42 es compleja, pero este trabajo clarifica una parte sustancial del 

funcionamiento esta bacteria de importancia agrícola y comercial durante la fijación 

biológica del nitrógeno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



215 
 

13. PERSPECTIVAS 

De los datos presentados en este trabajo, uno de los más complejos y complicados de 

explicar es la expresión de genes que codifican para proteínas de flagelo, principalmente 

en los perfiles 2 y 8, que corresponden a los 18 ddi; una de las hipótesis es que las 

bacterias no diferenciadas en este punto tienen un primer evento para la repoblación del 

suelo, por lo que es necesario evaluar si la población de bacterias en el exterior del nódulo 

en este punto es mayor a los otros tiempos analizados, también se podría hacer un 

seguimiento de las bacterias en los diferentes estadíos, incluso analizando los nódulos de 

35 ddi o posteriores; para ello sería necesario utilizar además de la microscopía, 

anticuerpos dirigidos a proteínas de flagelo, además se requiere que las observaciones en 

condiciones propias del nódulo afecten lo menos posible el sistema. 

Los sitios de unión detectados en este trabajo para RpoN tienen una ligera variación, 

principalmente en el sitio de -12, donde el consenso reportado es GC y en este análisis 

observamos que hay cambio por un GA (Fig. 25); por lo que habría que evaluar si RpoN1 

de cromosoma puede remplazar al RpoN2 del plásmido simbiótico. En R. etli CNPAF512, 

durante la simbiosis RpoN1 no es capaz de complementar a la mutante rpoN2, pero lo 

observado en nuestros datos indican que la estructura y regulación es diferente, por lo 

que en el futuro cercano deberán de analizarse las regiones promotoras de cada rpoN 

creando quimeras, por ejemplo, utilizar la región cadena arriba de rpoN2 intentando 

expresar a rpoN1 en microaerobiosis y evaluar su actividad en la simbiosis; además se 

requieren ensayos mediante geles de retardo con las diferentes proteínas RpoN y evaluar 

su capacidad de unión para cada consenso reportado en este trabajo. 

La carencia de información sobre la regulación de nifA deja abierta la puerta para 

identificar el o los elementos que participan en ésta, los posibles candidatos pueden ser 

proteínas con dominios PAS, para lo cual proponemos realizar los ensayos principalmente 

en condiciones simbióticas. 

Los sitios completos localizados para RpoD o sigma 70 fueron los menos a lo largo de los 

10 perfiles, siendo este el sigma universal o “house keeping” es necesario generar un 
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consenso que nos permita identificar los blancos para este sigma fundamental, un 

acercamiento fue hecho por el grupo del Dr. Ramírez-Romero y col. en 2006, en el que 

señaló que a diferencia del consenso de E. coli donde el sitio -10 es primordial en R. etli 

tiene mayor importancia el sitio -35. 

Varios de los genes reportados en este trabajo por la importancia sugerida son candidatos 

para obtenerse la mutante respectiva, para su posterior evaluación durante la simbiosis. 

En especial nos interesa evaluar a los diferentes reguladores transcripcionales localizados 

en cada perfil, como el posible regulador transcripcional ypd00023 (ID PD00105) el cual 

hemos definido como miembro del regulón RpoN-NifA. En rhizobias es poca la 

información que se tiene sobre sitios de unión a DNA, con base en este trabajo 

consideramos necesario generar una base de datos que contenga los sitios de pegado 

verificados experimentalmente, sitios localizados in silico, que además incluyan mutantes 

en reguladores transcripcionales, fenotipos de éstos y de los genes miembros de los 

respectivos regulones. Esta información podría ayudar en un futuro cercano a modificar la 

capacidad de la bacteria en la fijación de nitrógeno, en la sobrevivencia y en la 

competencia.  

Es necesario analizar con un mayor detalle cada uno de los componentes de la simbiosis 

descritos en esta tesis, en especial los genes hipotéticos o de función desconocida. De 

muchos de los genes previamente reportados aún falta evaluar su esencialidad durante la 

simbiosis, particularmente la mayoría de los genes del perfil 9 (regulón RpoN-NifA). Las 

características a revisar deben incluir además de las evaluaciones clásicas; nodulación y 

nivel de fijación de nitrógeno, la competencia y capacidad para repoblar el suelo, si bien 

de éstos 2 últimos ensayos se han llevado a cabo en diversos trabajos, consideramos 

primordial su realización en todos los estudios que utilicen el modelo rhizobium-

leguminosa. 

Es también necesaria una validación mediante RT-PCR de algunos de los genes expresados 

que son referencia del tiempo en el que se expresan, así como identificar sus sitios de 

inicio de transcripción. Esto último se puede realizar con ensayos de RNAseq. 
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Finalmente, dado que los resultados obtenidos utilizando el microarreglo de 

oligonucleótidos de R. etli CFN42 junto con los programas de análisis presentadas en este 

trabajo, han funcionado para proponer cuáles son los elementos necesarios en la 

simbiosis entre R. etli-P. vulgaris, este tipo de estudios puede ser utilizado para el análisis 

de mas condiciones a las aquí presentadas, asi como en mutantes de reguladores 

transcripcionales, para definir el grupo de genes dependientes de los 21 sigmas que aún 

faltan por evaluar de los 23 que se propone tiene R. etli CFN42, de acuerdo a la secuencia 

de su genoma.  
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