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Resumen
Las alfaproteobacterias se dividen de forma asimétrica. Gran parte de los mecanismos de
regulación,  así  como  la  maquinaria  utilizada  para  llevar  a  cabo  la  división  celular,  se
encuentran conservadas dentro del grupo de alfaproteobacterias. Sin embargo, cada grupo
presenta  diferencias  específicas  que  responden  a  sus  adaptaciones  ambientales.  Las
Rhizobiales  son  un  grupo  distintivo  dentro  de  las  alfaproteobacterias  por  su  crecimiento
unipolar.  Además,  carecen  del  elongasoma,  proteínas  esenciales  para  el  crecimiento  y
formación de la  pared celular.  Rhizobium etli CE3 es  una bacteria  fijadora  de nitrógeno
simbionte de frijol.  R. etli CE3 contiene un cromosoma secundario,  cuya estabilidad está
dada  por  los  genes  esenciales  RHE_PE00001  y  RHE_PE00024  (llamado  rdsA).
RHE_PE00001 es una proteína hipotética conservada en Rhizobiales con un dominio de
función desconocida (DUF 1612) y motivo de unión a DNA helix-turn-helix.  RdsA es una
histidina cinasa híbrida que forma parte de un sistema de regulación de dos componentes.
Hasta  el  momento  se  desconoce  el  regulador  de  respuesta  de  la  vía.  En  este  trabajo
caracterizamos la función de ambos genes esenciales en R. etli. La depleción en la expresión
de  RHE_PE00001  generó  cambios  en  la  forma  celular  y  alteraciones  en  crecimiento  y
división celular. Cerca del 24% de las células presentaron una forma redonda, que difiere a la
forma  bacilar  de  la  cepa  silvestre.  Además,  una  fracción  de  las  células  (del  1-4%
dependiendo de su forma celular) presentaron ramificaciones. Mientras que, casi el 7% de
las células mostró filamentación. Las células redondas presentaron contenido genómico y fue
posible observar diferencias en la división celular, tanto de células bacilares (57%), como de
células redondas (29%).  Las células bacilares presentaron alteraciones no solo al generar
células redondas (13%), sino también al presentar crecimiento a través del polo viejo (cerca
del 23%). El polo viejo en las células silvestres se encuentra inactivo para el crecimiento.
Además, la sobrexpresión de RHE_PE00001 también generó problemas en la determinación
de forma celular. La sobrexpresión generó células redondas en un 23%, ramificaciones (en
0.1  a  1.6%  dependiendo  de  su  forma  celular)  y  filamentación  (2.4%).  Estos  resultados
sugieren a RHE_PE00001 como un gen esencial involucrado en la determinación de forma
celular. Por otro lado,  RdsA obtiene su nombre en este trabajo por “rhizobium division and
shape”, RdsA mostró ser un regulador global involucrado en división celular y determinación
de forma celular.  La  depleción  de RdsA generó  un cambio  drástico  en la  forma celular,
disminución en crecimiento y problemas en división celular. Las células depletadas en RdsA
mostraron  una  forma  redonda  en  cerca  del  64%  de  las  células.  Las  células  redondas
generaron células redondas con mayor frecuencia, en casi un 63%. Una fracción importante
de  las  células  bacilares  (del  12-29%  dependiendo  de  su  origen  celular)  presentaron
crecimiento  a  través  del  polo  viejo.  Además,  algunas  células  (del  1-3%)  presentaron
crecimiento  ectópico  en  varios  polos  celulares,  generando  ramificaciones.  El  análisis  de
RNAseq en las células depletadas en RdsA, mostró un cambio global en la expresión. La
depleción  de  RdsA generó  cambios  en  la  expresión  de  genes  involucrados  en  varios
procesos  biológicos  esenciales.  Se  observó  subexpresión  en  genes  de  división  celular,
biogénesis de pared celular,  respiración oxidativa, traducción y motilidad. Adicionalmente,
fuimos capaces de determinar que la homodimerización en RdsA es indispensable para llevar
a  cabo su  función.  Estos  resultados sugieren que  la  depleción  de RdsA podría  generar
problemas en la estabilidad y estructuración del divisoma, así como de la síntesis de pared
celular.  Esto  nos  permite  proponer  a  RdsA como  un  regulador  global  involucrado  en
determinación de forma celular y división celular. 
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Abstract
Alphaproteobacteria maintain cell division asymmetrically. The major regulatory mechanisms,
as well as the machinery employed to carry out cell division, are conserved within the group
of alphaproteobacteria. However, each group has specific differences, according to their life
style. The Rhizobiales are a group distinctive among the alphaproteobacteria by their unipolar
growth. In addition, Rhizobiales lack the proteins that constitute the elongasome complex,
essential  for  cell  wall  biogenesis.  Rhizobium etli CE3 is  a  bean  symbiotic  nitrogen-fixing
bacterium. R. etli CE3 possesses a secondary chromosome, whose stability is explained by
the possession of  two essential  genes,  RHE_PE00001 and RHE_PE00024 (called  rdsA).
RHE_PE00001  codes  for  a  conserved  hypothetical  protein,  consisting  of  a  Domain  of
Unknown  Function  (DUF1612),  conserved  among  the  Rhizobiales,  and  a  helix-turn-helix
DNA-binding motif. RdsA codes for a hybrid histidine kinase protein, that is part of a two-
component regulatory system. At the moment, the response regulator of the pathway is still
unknown. In this work, we characterize the function of both essential genes in  R. etli. The
depletion  in  the  expression  of  RHE_PE00001  generated  changes  in  cell  shape  and
alterations in cell growth and division. About 24% of the cells showed a round cell shape,
differing from the rod cell shape of the wild-type strain. Furthermore, a fraction of the cells (1-
4% depending  on  their  cell  shape)  showed  branched  cells.  And  almost  7% of  the  cells
showed filamentation. The round cells presented genomic content,  and it  was possible to
observe differences in cell division. The round cells generated bacillary cells (57%) and round
cells (29%). The rod shape cells presented cell  growth alterations, generating round cells
(13%) and also showed growth through the old pole (about 23%). The old pole in wild-type
cells is inactive for growth. In addition, the overexpression of RHE_PE00001 also generates
problems in  cell  shape  determination.  Their  overexpression  provoked  round  cells  (23%),
ramifications (in 0.1 to 1.6% depending on their cell shape), and filamentation (2.4%). These
results suggest RHE_PE00001 as an essential gene involved in cell shape determination. On
the other hand, RdsA was named in this work after "rhizobium division and shape" and was
characterized as a global regulator involved in cell division and cell shape determination. The
depletion  of  RdsA generated a  drastic  change in  cell  shape,  decreased growth,  and cell
division defects. RdsA-depleted cells showed a round shape in about 64% of the cells. Round
cells  generate  round  cells  more  frequently,  by  almost  63%.  A significant  fraction  of  the
bacillary  cells  (12-29% depending  on  their  cellular  origin)  grew  through  the  old  pole.  In
addition, some cells (1-3%) showed ectopic growth at various cell poles, generating branched
cells. RNAseq analysis in RdsA depleted cells showed a global change in expression. RdsA
depletion  cells  showed  changes  in  expression  in  several  essential  biological  processes.
Downregulation  was  shown  in  genes  for  cell  division,  cell  wall  biogenesis,  oxidative
respiration,  translation,  and  motility.  Additionally,  we  were  able  to  determine  that
homodimerization in RdsA is essential to carry out its function. These results suggest that the
depletion of RdsA may affect the proper structuring of the divisome, as well as peptidoglycan
synthesis.  This  allows  us  to  propose  RdsA as  a  global  regulator  involved  in  cell  shape
determination and cell division.
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Introducción
Crecimiento celular en bacterias con forma bacilar. El caso específico del
crecimiento unipolar en Rhizobiales. 
En bacterias existe una estrecha relación entre forma celular, biogénesis de pared celular y
división celular (Brown et al., 2011). Por ello es notable que bacterias que mantienen una
misma forma bacilar,  presenten  diferentes  tipos  de  crecimiento.  De  manera  general,  las
bacterias bacilares pueden crecer, ya sea de manera lateral o bien manteniendo crecimiento
a  través  de  los  polos  celulares.  Algunas  bacterias  con  forma  bacilar  pueden  crecer
intercalando moléculas de peptidoglicano (PG) de manera dispersa a lo largo la pared lateral,
como es el caso de Escherichia coli  (Vollmer y Höltje 2001). Por otro lado,  Bacillus subtilis
también  presenta  un  crecimiento  lateral,  pero  este  se  da  al  intercalar  moléculas  de  PG
siguiendo un patrón en forma de espiral  (Errington y Wu, 2017).  El  crecimiento polar en
bacterias bacilares pude darse de manera bipolar, creciendo de manera simétrica por ambos
polos de la célula, como es el caso del género Corynebacterium (Daniel y Errington, 2003). O
bien, por un único polo, denominado este modo como crecimiento unipolar. Tal es el caso de
Sinorhizobium meliloti y Agrobacterium tumefaciens, pertenecientes al orden Rhizobiales. El
crecimiento unipolar se realiza a través de la polimerización de PG en un único polo celular,
denominado polo nuevo. Mientras que el polo opuesto, denominado polo viejo, se encuentra
inactivo para la polimerización de PG. La formación del septo se realiza en la parte media de
la célula, lo que requiere el cese de crecimiento polar, y la transición de polimerización a la
parte media celular. El siguiente ciclo de crecimiento procede a través de la incorporación de
PG por el mismo polo nuevo generado en el ciclo anterior. El polo nuevo puede identificarse
de manera sencilla, ya que es el polo que se ha formado durante el evento de septación (Fig.
1).  La  determinación  del  crecimiento  unipolar  en  Rhizobiales  se  ha  observado  con
detenimiento en las bacterias modelo S. meliloti y  A. tumefaciens,  el proceso se observó a
través de microscopía y tinciones fluorescentes en la pared de la célula (Brown et al., 2012),
y en combinación con la localización con marcaje de fluorescencia a proteínas como FtsZ,
claves para la formación del septo. De esta manera, ha sido posible determinar claramente el
crecimiento unipolar y asimétrico en Rhizobiales (Cameron et al., 2014; Zupan et al., 2013).
La manera en la que se desarrolla la distinción de los polos, es decir, la determinación de
polaridad, en Rhizobiales es un amplio campo de investigación, que aún se mantiene abierto.
No obstante, en secciones posteriores de este trabajo se profundizará más sobre el tema. 

División  y determinación de polarización celular en alfaproteobacterias
El desarrollo de una maquinaría que permite la polarización de proteínas y distinción de los
polos es necesario para la diferenciación celular presente en muchas alfaproteobacterias
(Brown et al., 2011; Kysela et al., 2013).  Caulobacter crescentus es una alfaproteobacteria
que  se  ha  convertido  en  el  modelo  por  excelencia  para  el  estudio  de  división  celular
asimétrica en bacterias. Si bien C. crescentus no mantiene crecimiento unipolar, la asimetría
en  su  desarrollo  es  evidente,  ya  que  al  dividirse  genera  dos  células  con  morfología  y
fisiología diferentes. La célula madre, comúnmente denominada célula sésil (debido a que se
encuentra anclada a una superficie, por medio de una estructura denominada prosteca ó
stalk), es la forma activa para división celular. Al dividirse, genera una célula móvil, que se
encuentra inactiva para división celular y replicación. El  ciclo reinicia a través de un fino
sistema de regulación que desencadena la síntesis de una nueva prosteca, para la formación
de la célula sésil con capacidad de división (Laub et al., 2002). Dentro de las proteínas claves
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en la regulación de división celular en C. crescentus se encuentra el regulador maestro CtrA,
que junto con la histidina cinasa (HK) CckA desencadenan una cascada de expresión de
genes que permiten la diferenciación celular y la determinación de polarización celular (Mann
et al., 2015). 

Figura 1. Crecimiento unipolar en Rhizobiales. En Rhizobiales el crecimiento ocurre a través de
un único polo denominado polo nuevo (en verde). El cual se encuentra activo para la polimerización
de  PG (en  amarillo  claro).  Por  otro  lado  el  polo  viejo  (en  rojo),  se  encuentra  inactivo  para  la
polimerización de PG. Durante la formación del septo el crecimiento unipolar se inactiva (Transición).
La formación del septo, zona activa para la polimerización de PG (en amarillo oscuro), da lugar a la
definción de los dos polos nuevos (verde) activos para la reanudación del siguiente proceso de
crecimiento celular en ambas células. Figura modificada de (Cameron et al., 2015).

CtrA es una proteína clave para la coordinación de la división celular en alfaproteobacterias.
Específicamente, en  Caulobacter  se encuentra claramente documentada su actividad a lo
largo del ciclo celular (Fig. 2). CtrA tiene una participación crucial en la coordinación entre
división  celular  y  replicación  del  cromosoma.  CtrA reprime  el  inicio  de  la  replicación  y
segregación cromosomal en las células mótiles. Al mismo tiempo, inhibe la formación del
septo al  reprimir la proteína FtsZ (Wortinger et  al.,  2000).  Sin embargo, esto solo ocurre
durante la fase G1 del ciclo celular (Lasker et al., 2016). Una vez que la célula móvil pasa a
su estado sésil, y da comienzo la fase S del ciclo celular, la cantidad de CtrA disminuye,
dando  paso  a  replicación  y  segregación  del  cromosoma,   así  como  al  inicio  de  la
transcripción de FtsZ (Wortinger et al., 2000). Al mismo tiempo comienza la activación de
PodJ, que participa en la formación de organelos polares, como pili y flagelo. PodJ existe en
dos isoformas, PodJL, y PodJS, que son claves para la polarización celular. PodJS se genera
tras  la  degradación  parcial  de  PodJL  por  la  proteasa  PerP.  PodJS  participa  en  el
reclutamiento de PleC, hacia el polo opuesto de la prosteca. PleC es una HK, que mediante

4



un sistema de señalización de dos componentes percibe el proceso de septación celular. Se
encarga de la  desfosforilación del  regulador  de repuesta DivK,  lo  que desencadena una
cascada de señalización que promueve la diferenciación celular, con la formación de flagelo
(Hinz et al., 2003). Así, en la mitad de la fase S, se desencadena un aumento en la cantidad
de CtrA, lo que permite la biogénesis de flagelo (Laub et al., 2002). En este punto se propone
a CtrA como un “checkpoint” de replicación y segregación de cromosoma,  desencadenando
la activación por parte de CtrA de FtsAQ, para dar inicio al proceso de formación del septo y
el inicio de la fase G2 (Wortinger et al., 2000). Es aquí, antes del inicio de la fase G2, es
decir, en una célula que se encuentra en estado de predivisión celular, donde la actividad de
CtrA se encuentra solo en la célula diferenciada móvil, lo que da paso al proceso final de
septación (Fig. 2). 

Figura 2. Actividad del regulador maestro CtrA a lo largo del ciclo celular en C. crescentus. La
actividad de CtrA (color gris dentro de la célula) es dinámica a lo largo del ciclo celular. La célula
móvil  (SW) mantiene actividad de CtrA fosforilada (barra en rayas).  Posteriormente,  se  inicia  la
proteólisis de CtrA, lo que promueve la transición de la célula móvil hacia una célula sésil (ST) y el
desencadenamiento del inicio de la replicación del cromosoma. Una vez comenzada la replicación
del  cromosoma,  se  activa  la  transcripción de CtrA (barra  negra  inferior).  La  activación  de CtrA
promueve la formación del flagelo en el polo naciente en la célula predivisional (PD). En esta fase
CtrA es degradada por proteólisis en la porción de la célula sésil. Finalmente, se genera la división
celular y la célula sésil inicia un nuevo ciclo celular. Figura modificada de Ryan et al., 2002

Es claro que en C. crescentus existen proteínas claves para la determinación de polarización,
asimetría  y  control  de  la  división  celular.  En  general,  estas  proteínas  se  encuentran
conservadas a través de todo el grupo de alfaproteobacterias. Sin embargo, existen algunas
diferencias en cuanto a su función a lo largo de los diferentes grupos de alfaproteobacterias,
que posiblemente responden a sus diferencias en fisiología, morfología y nicho (Poncin et al.,
2018). Si bien en Rhizobiales se reconoce la importancia de CtrA como regulador del ciclo
celular, se ha observado que la red de regulación no se conserva del todo en comparación a
lo reportado en C. crescentus (Fig. 3; Pini et al., 2014). Algunas de las diferencias son que

5



CtrA en  S.  meliloti no  parece  regular  ftsAZ o  ftsQW.  Por  otro  lado,  CtrA de  S.  meliloti,
presentó una regulación clara hacia el operón minCDE, donde CtrA reprime la expresión del
operón. Pini et al., 2014 proponen que CtrA podría regular de manera indirecta la expresión
de ftsZ por medio de la regulación de MinCDE. Sin embargo, la regulación de MinCDE sobre
ftsZ no ha sido corroborada con la adecuada evidencia experimental en S. meliloti (Cheng et
al., 2007). Adicionalmente, CtrA en  S. meliloti no mostró una activación clara hacia PleD y
DivK. Sin embargo, es capaz de activar directamente a DivJ, por lo que esto podría funcionar
como un mecanismo aleatorio de regulación del ciclo celular en S. meliloti (Pini et al., 2014).
Por otro lado, las funciones de regulación de PleD, DivK y DivJ en S. meliloti, parecen ser
muy similares a las reportadas en C. crescentus. En ambos modelos PleD funciona como un
represor de DivK. A su vez, DivK funciona como un represor de CtrA. Mientras que DivJ
funciona como activador de DivK (Sadowski et al., 2013). Además, la función de CtrA como
precursor de la biogénesis de flagelo y mecanismos de motilidad es compartida por ambas
bacterias (Pini et al., 2014). Así mismo, CtrA de S. meliloti realiza la activación directa de la
proteína SciP,  un importante modulador  de la  actividad de CtrA en la  célula  mótil  en  C.
crescentus  (Tan et al.,  2010).  Una actividad indispensable para el sostenimiento del ciclo
celular en bacterias es la coordinación entre replicación y segregación del cromosoma y la
división celular. CtrA es un regulador clave para llevar a cabo este proceso en C. crescentus.
C. crescentus contiene un sitio de unión a CtrA en el inicio de replicación del cromosoma. Por
tanto, la presencia de CtrA en el sitio de inicio de replicación, impide la actividad de DnaA y
en consecuencia el  inicio de la  replicacón en las células motiles (Laub et  al.,  2002).  De
manera  similar,  CtrA en  S.  meliloti parece  participar  en  esta  indispensable  función.  La
depleción  de CtrA en  S.  meliloti genera  descoordinación entre la  replicación celular  y  la
división celular. Sin embargo, S. meliloti no parece tener un sitio claro de unión a CtrA en el
inicio de replicación del cromosoma. Por tanto, se desconoce el mecanismo por el cual CtrA
participa en la coordinación de replicación del cromosoma y división celular (Pini et al., 2014).
CtrA es un activador de CcrM, esta actividad se comparte para ambos grupos bacterianos
(Rhizobiales y Caulobacterales) (Gonzalez et al., 2014; Kahng et al., 2001; Pini et al., 2014).
CcrM participa en la metilación del DNA y logra controlar la expresión de genes esenciales
para  la  progresión  del  ciclo  celular,  lo  que  permite  coadyuvar  con  la  coordinación  de
replicación del cromosoma y la división celular. Este proceso de regulación de CcrM parece
estar compartido tanto en  C. crescentus como en  A. tumefaciens (Gonzalez et al.,  2014;
Kahng et al., 2001). 
Por otro lado, existen algunas diferencias más entre los propios mecanismos de regulación
de  CtrA.  En  C.  crescentus la  actividad  de  CtrA se  regula  por  varios  mecanismos.  Por
regulación transcripcional, fosforilación (CckA-ChpT) y proteólisis. Uno de los mecanismos de
regulación transcripcional es por autoregulación de CtrA. Sin embargo, en S. meliloti no fue
posible observar autoregulación en CtrA. La vía de proteólisis, en  C. crescentus, se activa
por CtrA a través de la activación de RcdA (Iniesta et al., 2006). No obstante, esta activación
no se observó claramente en S. meliloti (Pini et al., 2014), por lo que no se ha descrito con
claridad la vía específica de degradación de CtrA en Rhizobiales.
Es evidente que la función esencial del CtrA como regulador de división celular y coordinador
de  replicación  cromosomal  y  división  celular  se  conserva  en  alfaproteobacterias.  Sin
embargo, existen cambios específicos en las vías genéticas utilizadas para lograr la función.
Estos cambios podrían responder a las diferentes adaptaciones dadas para cada grupo (Pini
et  al.,  2014;  Poncin  et  al.,  2018).  Además,  existen  algunas  otras  diferencias  en  los
mecanismos que emplean las Caulobacterales y Rhizobiales para definir la polaridad celular
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y  mantener  una  división  asimétrica.  Concretamente,  en  S.  meliloti la  actividad  de  PodJ
parece ser similar a la de C. crescentus. En ambos casos participa en la motilidad flagelar, y
en la determinación de polaridad. PodJ en  S. meliloti es necesaria para la localización de
DivK en el polo nuevo, de manera similar a  C. crescentus. Sin embargo, la capacidad de
PodJ en el reclutamiento de PleC no ha podido ser comprobada (Fields et al., 2012).
En  A. tumefaciens se ha observado que PodJ juega un importante rol  en la polarización
celular, ya que su localización cambia en torno al ciclo celular (Grangeon et al., 2015). En A.
tumefaciens, PodJ tiene una función particular,  puesto que participa en la localización de
FtsA y FtsZ en la zona media de la célula, siendo indispensable para la formación del septo
(Anderson et al., 2016). 
PopZ, una proteína que participa en definir la polarización en  C. crescentus, localiza en el
polo de la prosteca, y no en el polo naciente donde se formará el flagelo. Participa en la
segregación de cromosoma y en la formación de flagelo (Viollier et al., 2002; Ptacin et al.,
2014).  De  manera  similar,  PopZ  se  determina  como  una  proteína  que  participa  en  la
polarización  celular  en  Rhizobiales  y  de  igual  manera  participa  en  la  segregación  del
cromosoma y en la formación de flagelo (Ehrle et al., 2017). Sin embargo, en Rhizobiales
PopZ localiza exclusivamente en el polo nuevo. Esto es contrastante al compararlo con el
comportamiento  de  PopZ  de  C.  crescentus.  Además,  PopZ  en  A.  tumefaciens es
indispensable para la formación del septo (Grangeon et al., 2015). 
En Rhizobiales se propone que las proteínas de división celular FtsA y FtsZ podrían jugar un
papel  en  la  determinación  de  polarización  celular.  FtsA es  una  proteína  de  anclaje  a
membrana. Su participación es esencial  para que FtsZ, una proteína similar a la tubulina
citoplásmatica, localice en la parte media celular,  y se realice la adecuada formación del
septo (Addinall et al., 1996; Du et al., 2019). En Rhizobiales se sugiere que FtsZ y FtsA,
además de llevar a cabo su actividad durante la división celular, probablemente también sean
necesarias para la determinación de polarización, ya que localizan en el polo nuevo y se
mantienen ahí durante todo el crecimiento celular, hasta su relocalización en la parte media
para la formación del septo (Howell et al., 2019; Zupan et al., 2013).
En  C.  crescentus TipN  es  una  proteína  clave  en  la  definición  de  polaridad  celular.  Es
indispensable  para  el  posicionamiento  de  estructuras  en  los  nuevos  polos  como  el
posicionamiento del flagelo y promueve la segregación del cromosoma interactuando con
ParA, proteína clave para la replicación del cromosoma (Schofield et al., 2010).
En Rhizobiales, no parece haber un homólogo claro para TipN, sin embargo, se han podido
establecer  genes  en  Rhizobiales  que  podrían  jugar  un  papel  similar.  En  A.  tumefaciens
recientemente se caracterizó la proteína GPR por sus siglas en inglés (GROWTH POLE
RING). GPR es una proteína de gran tamaño (2,115 aa) que se propone como una proteína
estructural que da forma a la célula, formando un anillo hexamérico esencial para mantener
la forma bacilar en  A. tumefaciens (Zupan et al., 2019). Además, RgsE se ha identificado
como proteína ortóloga a GPR en  S. meliloti, que de igual manera se describe como una
proteína esencial para el mantenimiento de la forma bacilar, trabajando en conjunto con el
complejo  Tol-Pal  y  las  proteínas  RgsA-D,  RgsF-H y  RgsM,S y  P.  Las  11 proteínas Rgs
(llamadas así  por  rhizobial  growth and septation),  se ven involucradas en el  crecimiento
unipolar en S. meliloti, donde las proteínas RgsE, P y M se determinan como esenciales para
el mantenimiento de la forma y el crecimiento unipolar en S meliloti. En especial, RgsP y M
localizan en la zona de polimerización de PG durante el crecimiento (polo nuevo), y en la
zona media durante la formación del septo (Krol et al., 2020).
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Por otro lado, el operón minCDE, ha mostrado ser vital para la localización del septo en la
parte media celular. Su mutación resulta en la formación de minicélulas en E. coli, las cuales
frecuentemente carecen de nucleoide (Rothfield et al.,  2005). Sin embargo, la función de
MinCDE en Rhizobiales resulta poco clara, ya que la deleción del operón completo en  S.
meliloti parece no tener efecto,  pero la sobrexpresión o deleción individual  de los genes
mostró efectos en la forma celular de  S. meliloti (Cheng et al.,  2007).  Por  otro  lado,  en
Rhizobium etli la  interrupción del  operón no genero minicélulas,  por  el  contrario,  solo  se
observó la formación de bacilos más pequeños en relación a la cepa silvestre (Landeta et al.,
2011).  De manera  similar,  en  A.  tumefaciens la  deleción  del  operón  minCDE no  generó
defectos importantes en el desarrollo de la división celular. Aunque también se observaron
células visiblemente más chicas en comparación a la cepa silvestre, y la formación del septo
en una zona cercana a los polos (Flores et al., 2018). Esto indica que la determinación de la
porción del septo en Rhizobiales podría requerir de otros elementos aún no descritos.
Los mecanismos de regulación del ciclo celular en Rhizobiales aún mantienen cabos sueltos.
Los elementos y mecanismos que las Rhizobiales emplean para mantener su ciclo celular es
aún  escasamente  conocido  (Fig.  3).  Es  por  ello  necesario  aumentar  el  esfuerzo  para
entender más sobre el ciclo celular de este peculiar grupo que difiere en el desarrollo celular
de otras bacterias.

Figura 3. Comparación de la vía de regulación de CtrA entre Rhizobiales y Caulobacterales. La
vía de regulación de CtrA de ambos grupos mantiene una misma lógica a lo largo del ciclo celular.
Sin embargo, existen diferencias específicas dentro de los elementos que la componen. Para la
representación de la vía de CtrA en Rhizobiales nos basamos en Pini et al., 2014; Sadowski et al.,
2013.  Para la  representación de la  vía en Caulobacterales nos basamos en Mapas de vías de
KEGG: Peptidoglicano biosíntesis, metabolismo de D-alanina y D-glutamato.

Biogénesis de pared celular. El caso especial de Rhizobiales
La  síntesis  de  PG  en  Gram  negativas,  conlleva  desde  la  síntesis  de  las  moléculas
precursoras de PG, también llamadas lípido II, el transporte de dichas moléculas a través de
la membrana y la formación del enlace de las moléculas de PG.
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La  síntesis  de  las  moléculas  precursoras  de  PG  requiere  de  varias  proteínas.  El  UDP-
muramil-L-Ala-D-g-Glu-meso-diaminopimelato  (UDP-MurNAc)  se  forma  en  pasos
secuenciales que requieren a las proteínas MurA-MurE. MurF y Ddl  en conjunto con las
racemasas MurI,  DadX y Alr  participan en la adición del  resto de los péptidos.  MraY en
conjunto con UpK y UppS sintetizan Undecaprenil-difosfato-MurNAc, también llamado lípido
I. Finalmente,  MurG sintetiza Undecaprenil-difosfato-MurNAc-N-acetilglucosamina,  llamado
lípido II. Las moléculas precursoras o lípido II son transportadas hacia la membrana por la
flipasa MurJ. Allí,  FtsW, en conjunto con PBPs, polimeriza el lípido II en peptidoglicano. Los
enlaces de peptidoglicano son realizados por las PBP y las LD-transpeptidasas. Existen dos
tipos de enlaces para la unión de las moléculas de PG en la pared celular. Se encuentra el
enlace 4,3 entre los residuos D-alanina y m-Dap que se lleva a cabo por las PBP. Y el enlace
3,3 entre dos residuos de m-Dap que es llevado a cabo por LD-transpeptidasas. (Egan et al.,
2018; Fig. 4)

Figura 4. Vía de síntesis de PG en Gram negativas. La vía de síntesis de PG en Gram negativas
abarca 3  pasos.  Síntesis  de las  moléculas  precursoras  de PG (parte  inferior  de la  imagen).  El
transporte de las moléculas precursoras hacia la membrana (MurJ), y finalmente su ensamblaje para
la formación de pared celular, llevado a cabo en conjunto por FtsW, PBPs y LD-transpeptidasas.

En  E. coli y en  B. subtilis el crecimiento se da por medio enlaces de polímeros de PG a
través de las paredes laterales. En este proceso se encuentran involucradas un conjunto de
proteínas esenciales que constituyen el  elongasoma. Estas proteínas son claves para la
regulación y ubicación de las proteínas de involucradas en síntesis de PG. 
El elongasoma está constituido por las proteínas MreB, MreC, MreD, RodA, RodZ, y PBP2.
Sin  embargo,  todas  estas  proteínas  se  encuentran  ausentes  en  Rhizobiales.  Aunado  al
crecimiento asimétrico unipolar presente en Rhizobiales, es deducible que las Rhizobiales,
tienen su propio mecanismo para organizar y regular la polimerización de PG (Cameron et
al., 2014; William et al., 2021).
Actualmente, se han descrito varias proteínas fundamentales en la biogénesis de pared en
Rhizobiales y, por tanto, de la forma bacilar en este grupo bacteriano. 
Dentro  de  las  proteínas  que  han  sido  propuestas  como  posibles  organizadoras  del
crecimiento unipolar en Rhizobiales es GPR en  A. tumefaciens y su ortólogo  RgsE en  S.
meliloti. Como se mencionó anteriormente, GPR localiza a en el polo nuevo y funciona como
una proteína que da estructura a la forma bacilar en Rhizobiales (Zupan et al., 2019).
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Una peculiaridad a hacer notar en Rhizobiales es que estas contienen mayor cantidad de
enlaces del tipo 3,3 que se dan entre dos residuos de m-Dap. Tanto en S. meliloti como en A.
tumefaciens, este tipo de enlaces 3,3 abarcan más del 50% de los enlaces entre péptidos
(Brown et al., 2012; Cameron et al., 2014), mientras que en E. coli solo representan el 10%
de los enlaces (Magnet et al., 2008). Por otro lado, los enlaces del tipo 4,3 entre los residuos
D-alanina y m-Dap que son llevados a cabo por las PBPs, son más escasos en Rhizobiales
(William et al., 2021). 
En congruencia con estos datos, encontramos que en el genoma de Rhizobiales existen una
gran cantidad de LD-transpeptidasas. Algunas de ellas ya caracterizadas en A. tumefaciens
han mostrado estar involucradas en el crecimiento y determinación unipolar. En especial, la
proteína LdtB (Atu0845) que localiza claramente el polo nuevo durante todo el desarrollo de
crecimiento unipolar en A. tumefaciens (Cameron et al., 2014; Grangeon et al., 2015).
Por otro lado, recientemente se ha caracterizado a la proteína PBP1-a como la PBP, que en
conjunto  con  un  grupo  de  LD-transpeptidasas  se  encargan  del  ensamblaje  de  PG  en
Rhizobiales durante el crecimiento unipolar. Mientras que el resto de las PBP podrían jugar
un papel menos relevante en la síntesis de PG (William et al., 2021)

Sistemas de dos componentes y su esencialidad en bacterias. 
En bacterias,  uno de los mecanismos más utilizados para la regulación de los procesos
celulares,  son los  sistemas  de  dos  componentes  (Gao  y  Stock,  2009).  Tradicionalmente
relacionados  con  responder  a  estímulos  ambientales  y  como  reguladores  de  vías  no
esenciales. Actualmente, se reconocen como reguladores ampliamente distribuidos en todas
las bacterias, e incluso se han descrito sistema de dos componentes que resultan esenciales
para el ciclo celular bacteriano.
Los sistemas de señalización de dos componentes se constituyen de una proteína histidina
cinasa (HK) y un regulador de respuesta (RR). La HK activa el RR a través de un sistema de
fosforilación  y  el  RR se encarga de regular  los  genes blancos de la  vía.  Las HK están
compuestas por uno o varios dominios sensores, los cuales se encargan de percibir una
señal que da paso a la autofosforilación de la HK por medio de su dominio catalítico (CA). La
autofosforilación se realiza en una histidina conservada dentro del dominio de dimerización
histidina fosfotransferasa (DHp). El domino DHp transfiere el grupo fosfato hacía el RR a un
aspartato conservado en el dominio receptor (REC) del RR. Con ello, el RR queda activo
para la regulación de los genes que forman parte de la vía de señalización.
Existen otros tipo de sistemas de dos componentes, los cuales mantienen más pasos de
fosforelevo.  Las  HK-híbridas  contienen  un  dominio  REC  adicional.  De  esta  manera,  el
dominio DHp transfiere el fosfato a un aspartato conservado en el dominio RED de la HK-
híbrida. Por tanto, los sistemas de dos componentes con HK-híbridas, mantienen interacción
con un tercer elemento, una histidina fosfotransferasa (HPt), la cual no contiene un dominio
CA, ni sensor, para realizar autofosforilación, y solo puede recibir y transferir grupos fosfato.
El HPt activa el RR por medio de la transferencia del grupo fosfato en el dominio REC del
RR.
El ciclo celular en alfaproteobacterias está regulado por sistemas de dos componentes. CtrA
es  el  regulador  maestro  del  ciclo  celular  en  C.  crescentus,  es  parte  de  una  vía  de
señalización de dos componentes. Compuesta por la HK-híbrida CckA, el HPt ChpT, y el RR
CtrA. Como se mencionó anteriormente, este sistema se encuentra conservado en todas la
alfaproteobacterias y coordina el ciclo celular.
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El sistema de dos componentes DivJ-DivK es también un sistema esencial para la división
asimétrica en alfaproteobacterias, determinante para diferenciación de los polos, forma parte
de  la  red  de  regulación  de  CtrA  (Hinz  et  al.,  2003).  Igualmente,  el  sistema  de  dos
componentes  PleC-PleD  es  parte  de  la  red  de  regulación  de  CtrA  y  participa  en  la
polarización  celular.  Además,  DivJ  y  PleC  son  HK antagónicas  que  regulan  de  manera
diferencial a DivK. DivJ fosforila DivK, mientras que PleC desfosforila DivK. DivJ recluta a e
activa DivK en el polo sésil, mientras que PleC está involucrado en la inactivación de DivK en
el polo naciente (Radhakrishnan et al., 2008). 
Adicionalmente, existen otros sistemas de dos componentes esenciales, el sistema YycFG
(WalRK) está conservado en Firmicutes y es esencial para B. subtilis, Staphylococcus aureus
y  Streptococcus pneumoniae. Se encarga de regular la homeostasis y división celular. De
manera  similar  a  la  red  de  CtrA,  en  la  red  de  YycFG  convergen  otros  sistemas  de
señalización de dos componentes. Además, el sistema YycFG se ha identificado como un
sistema que genera resistencia en patógenos (Ji et al., 2016).
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Antecedentes particulares de este trabajo.
R. etli es una bacteria simbionte de frijol y fijadora de nitrógeno. Su genoma está constituido
por un cromosoma, un cromosoma secundario p42e (505 kb) y 5 plásmidos grandes  (p42a,
p42b, p42c, p42d y p42f) con un rango de tamaño que va de 184 a 642 kb (Landeta et al.,
2011).  p42e  se  determinó  como  el  único  replicón  extracromosomal  altamente  estable  y
esencial  para  la  célula.  Mientras  que  el  resto  de  los  plásmidos  de  R.  etli CE3  son
dispensables para el crecimiento medio rico (Brom et al., 1992; Brom et al., 2000), p42e se
determina como cromosoma secundario,  debido a que cerca  del  11% de los genes que
codifica participan en vías de metabolismo primario. Entre ellos destacan el operón minCDE,
y el operón nadABC responsable por los primeros pasos en la síntesis de NAD. No obstante,
la  alta  estabilidad  de  p42e  es  explicada  por  la  presencia  de  dos  genes  esenciales,
RHE_PE00001 y rdsA (RHE_PE00024) (Landeta et al., 2011). RdsA es una HK-híbrida, que
forma parte de un sistema de señalización de dos componentes. Debido a que no existe un
RR en la vecindad del gen, la asignación de posibles genes blanco en la vía de regulación de
RdsA no  es  evidente.  En  lo  que  refiere  al  gen  RHE_PE00001,  codifica  para  un  gen
conservado en Rhizobiales, con un dominio de función desconocida (DUF 1612) y un motivo
de unión a DNA helix-turn-helix (Fig. 5).

Figura 5. Genes esenciales en el cromosoma secundario p42e en R. etli CE3. El cromosoma
secundario p42e contiene 2 genes esenciales que explican su estabilidad en el genoma de R. etli
CE3. Estos genes son RHE_PE00001 que codifica para una proteína hipotética que contiene un
dominio de función desconocida (DUF 1612) y un motivo de unión a DNA helix-turn-helix. El segundo
gen RdsA (RHE_PE00024) codifica para HK-híbrida que forma parte de un sistema de señalización
de dos componentes. RdsA está compuesta por 2 elementos sensores (dominios PAS), un dominio
de dimerización histidina fosfotransferasa (Dhp), que contiene una histidina conservada, donde se
realiza la autofosforilación llevada a cabo por el dominio catalítico (CA), un dominio receptor (REC)
con un aspartato conservado receptor del fosforelevo 
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Justificación
Las Rhizobiales son un grupo de bacterias que difieren del resto de las alfaproteobacterias al
mantener  crecimiento unipolar  y  carecer  del  conjunto  elongasoma,  indispensable  para  el
crecimiento en Gram negativas y Gram positivas. Además, las Rhizobiales han mostrado
tener mecanismos de regulación en el ciclo celular, que difieren de las alfaproteobacterias,
estos cambios pueden responden a las adaptaciones ambientales del grupo.
La manera en la que las Rhizobiales logran ejercer el crecimiento celular unipolar, mantener
su forma bacilar, y los mecanismos que utilizan para la regulación del ciclo celular, aún son
ampliamente desconocidos. Es por ello que resulta de vital importancia aumentar el estudio
de la red de regulación en procesos específicos y esenciales en el ciclo celular, como lo son
división celular, y síntesis de pared celular.

13



Hipótesis
Los genes  RHE_PE00001 y RHE_PE00024 son reguladores esenciales para el ciclo celular
de R. etli CE3.
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Objetivos
Objetivo general
Elucidar la función de los genes RHE_PE00001 y RHE_PE00024 

Objetivos específicos
1.-Disminución condicional en la expresión de los genes RHE_PE00001 y RHE_PE00024

2.- Caracterización de fenotipos informativos

3.- Evaluar la eficacia de procesos esenciales en las cepas de expresión disminuida 
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Estrategia Experimental
Para elucidar la función de los genes RHE_PE00001 y RHE_PE00024, se realizó la siguiente
estrategia experimental. 

1.-  Evaluación de la  eficacia  de cuatro sistemas de expresión condicional  en  R. etli.  Se
generaron plásmidos replicativos de expresión inducibles para los sistemas inducibles lac,
cumato (Q), anhidrotetraciclina (Ant) y taurina (tau). Para medir la capacidad de regulación
de cada sistema inducible se fusionaron genes reporteros uidA para los sistemas lac y tau; y
mCherry para los sistemas Q y Ant.
1.1.- Construcción de plásmidos integrativos de expresión condicional en sistemas inducibles
(Fig. 6). 

Figura 6. Construcción de mutantes de expresión condicional. La construcción de mutantes de
expresión  condicional  es  una  herramienta  que  permite  el  estudio  de  genes  esenciales  que  no
pueden ser mutados por interrupción del gen. Los rasgos fenotípicos regulados por el gen esencial
investigado pueden analizarse cambiando la concentración del inductor en el medio de crecimiento.
El promotor inducible, junto con el gen represor más una secuencia de ADN corta que abarca la
región de inicio del gen esencial objetivo, se introduce en la célula en un plásmido. Por medio de
recombinación homóloga,  el  promotor  nativo del  gen esencial  investigado se intercambia  por  el
promotor  inducible El  mutante condicional  construido permite el  control  de la  expresión del  gen
esencial por un promotor inducible dependiente de la concentración del inductor.
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2.- Caracterización del fenotipo de las cepas cKD24 y cKD01 (Control de la expresión de los
genes RHE_PE00024 y RHE_PE00001 bajo el sistema inducible por Q).

2.1.-  Cuantificación  de  los  niveles  de  expresión  en  los  genes  RHE_PE00001  y
RHE_PE00024,  en  las  cepas  de  expresión  condicional  cKD24  y  cKD01,  en  ausencia  y
presencia de inducción, por medio de un análisis por RT-qPCR.

2.2.- Análisis de la forma celular de las cepas cKD24 y cKD01 en presencia y ausencia de
inductor, utilizando microscopía óptica.

2.3.- Presencia de nucleoide en ambas cepas en presencia y ausencia del inductor Q. Por
medio de la tinción por DAPI usando microscopía de epi-fluorescencia.

2.4.- Seguimiento de patrones de crecimiento y división celular en las cepas de expresión
disminuida (ausencia de inductor) para ambas cepas. Por medio de ensayos por microscopía
óptica por time-lapse. (Seguimiento del desarrollo celular bajo el microscopio óptico tomando
registro cada 10 min por un periodo máximo de 10 h).

3.-  Análisis  por  RNAseq  para  evaluar  la  eficacia  en  procesos  esenciales  en  la  mutante
cKD24.  Determinación  de  Genes  Diferencialmente  Expresados  (DEGs por  sus  siglas  en
inglés).  Identificación  de  posibles  procesos  biológicos  y  vías  metabólicas  con  DEGs
asociados a la depleción en la expresión del gen RHE_PE00024. 
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Resultados
El análisis de la capacidad de sistemas de inducibles en control de la expresión en genes en
R.  etli,  así  como,  los  resultados  referentes  al  gen  RHE_PE00001,  se  encuentran  en
resultados  adicionales.  Los  resultados  más  relevantes  en  cuanto  a  la  caracterización
funcional  del  regulador  RHE_PE00024,  nombrado  como  rdsA, se  encuentran  el  artículo
publicado por Martínez-Absalón et al.  2022 en  Frontiers in Microbiology (Front.  Microbiol.
13:858440. doi: 10.3389/fmicb.2022.858440) .  En este trabajo presentamos las siguientes
evidencias

La depleción en la expresión del gen rdsA (mutante cKD24) generó alteraciones en la forma
celular. En ausencia de inducción, la mutante cKD24 mostró células con forma redonda en un
63.3%. En presencia de inducción, las células redondas continuaron observándose, aunque
en  una  proporción  más  baja  (41.2%).  Adicionalmente,  fue  posible  observar  que  cKD24
mantenía una expresión baja del gen rdsA en ausencia de inducción e inclusive en presencia
del inductor (4.6 y 12 % con respecto a la cepa silvestre CE3, respectivamente). Por lo cual
fue necesario colocar copias extras del gen completo rdsA en un plásmido con un promotor
inducible. Esta última cepa (cKD24 pSRKGm::rdsA) mostró una expresión de rdsA similar a
la cepa silvestre. Adicionalmente, presento células con forma bacilar de manera similar a la
cepa silvestre.

La proteína HK-híbrida RdsA presentó homodimerización  in vivo. Mientras que una versión
mutante  del  gen  rdsA,  rdsAW167R,  falló  en  homodimerizar.  La  transferencia  del  gen
rdsAW167R, bajo el control de un promotor inducible, hacia la cepa cKD24, mostró 56.3 y
54.2% de células con forma redonda en ausencia y presencia de inducción respectivamente.
Por otro lado, la transferencia de la versión silvestre del gen rdsA a la cepa mutante cKD24,
mostró  una  forma  celular  similar  a  la  cepa  silvestre  CE3.  Esto  nos  indica  que  la
homodimerización en rdsA es necesaria para mantener su función.

La  mutante  cKD24  mostró  alteraciones  en  división  y  crecimiento  celular,  mostrado  un
comportamiento estocástico. Las células redondas presentaron crecimiento en varios puntos
de  la  célula,  incluso  de  manera  simultánea.  Las  células  redondas  generaron  más
comúnmente  células  redondas  (62.6  %)  y  en  ocasiones  se  generaron  células  redondas
ramificadas (3.3%). El tiempo de generación de células con forma redonda fue notablemente
más largo, con un tiempo promedio de 8 h, en comparación al tiempo de división de 2 h en
las células silvestre. El crecimiento en cKD24 mostró alteraciones incluso en el porcentaje de
células  que  presentaron  una  forma bacilar.  Las  células  bacilares  en  cKD24 presentaron
crecimiento ectópico, al presentar crecimiento celular en el polo viejo, normalmente inactivo
para la  polimerización de peptidoglicano en la  cepa silvestre.  Las células de la  mutante
cKD24 generaron células redondas o bacilares sin presentar un patrón claro en el tipo de
destino celular en la descendencia de cada célula. 

El análisis por RNAseq en la mutante cKD24 mostró que la HK-híbrida RdsA actúa como un
regulador global en la expresión de genes en R. etli. La depleción en la expresión del gen
RdsA  generó  alteraciones  en  la  expresión  de  genes  involucrados  en  división  celular,
formación  de  pared  celular,  respiración  oxidativa,  traducción  y  motilidad  celular.  Los

33



resultados sugieren que la HK-híbrida RdsA es un regulador global que participa en división
celular y forma celular.
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Resultados adicionales
Evaluación  de  la  capacidad  de  control  en  la  expresión  de  genes  de
sistemas inducibles de expresión en R. etli.
1.- Existen varios sistemas de expresión inducibles, diseñados para especies cercanas a R.
etli,  que  pueden  ser  utilizados  para  el  control  de  genes  es  esta  especie.  Sin  embargo,
ninguno de estos sistemas ha sido probado directamente en  R. etli. Por ello, se analizó la
capacidad de control en la expresión de 4 sistemas en R. etli, empleando genes reporteros.
Los sistemas lac y taurina (tau) se fusionaron al gen reportero uidA, mientras que el sistema
de  cumato  (Q),  Anhidrotetraciclina  (Ant)  se  midió  usando  el  gen  mCherry.  Los  cuatro
sistemas  logran  expresar  los  genes  reporteros  en  R.  etli.  La  expresión  de  los  genes
reporteros en cada sistema fue proporcional a la concentración del inductor (Fig. 7). 

Figura  7.  Los  sistemas  inducibles  lac,  taurina,  anhidrotetraciclina  y  cumato  controlan  la
expresión de manera dependiente a la concentración de la inducción. Los sistemas inducibles
de lac y taurina se analizan utilizando la fusión transcripcional con el gen uidA. Las mediciones de la
actividad del gen uidA se realizan a través de un método colorimétrico y se estandariza el nivel de
proteína a nm/min/mg. Los sistemas de anhidrotetraciclina y de cumato se miden a través de la
fusión transcripcional de mCherry y se utilizan unidades arbitrarias de fluorescencia

En ocasiones, los sistemas inducibles pueden presentar una expresión basal (en ausencia de
inducción) en niveles de expresión que no logran ser lo suficientemente bajos para ver un
fenotipo claro de la función de los genes. El sistema de Q presentó menor expresión de
mCherry en ausencia de inducción en comparación al sistema Ant. El sistema de Q requiere
muy bajas concentraciones de inductor para lograr altos niveles de sobrexpresión (Fig. 7).
Estas dos últimas cualidades del sistema de Q, son deseables para lograr bajos niveles de
expresión en los genes, y lograr fenotipos informativos de sus funciones. 
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2.- Una vez seleccionado el sistema inducible por Q como el más óptimo para lograr controlar
la expresión de genes en R. etli, construímos un plásmido integrativo con el sistema inducible
por Q pMASQ (Ver Materials and Methods en Martínez-Absalón). pMASQ fue utilizado para
colocar la expresión de los genes esenciales RHE_PE0001 y rdsA bajo control del promotor
inducible  por  Q,  generando  las  mutantes  condicionales  cKD01  (Materiales  y  métodos
adicionales)  y  cKD24 (ver  Materials  and Methods publicados en Martínez-Absalón et  al.,
2022).

Con  la  finalidad  de  analizar  la  expresión  del  gen  RHE_PE00001  en  la  mutante  cKD01
utilizamos el  análisis  por  RT-qPCR.  Los  niveles  de  expresión  del  gen  RHE_PE0001  en
ausencia de inducción en cKD01 fueron significativamente más bajos, expresando tan solo el
32% con respecto a la cepa silvestre CE3. En presencia del inductor, el nivel de expresión de
RHE_PE00001 en cKD01 fue significativamente más alto, expresándose 10 veces más con
respecto a la cepa silvestre (Fig. 8). 

Figura 8.  Expresión relativa del  gen RHE_PE00001 y rdsA en la cepa silvestre CE3 y las
mutantes cKD01 y cKD24. Análisis por RT-qPCR en presencia de inducción (Q+) o ausencia de
inducción. Niveles de expresión relativa (RQ) en el gen RHE_PE00001 (barras azules) en la cepa
silvestre CE3 y las cepas mutantes cKD01(A) y cKD24(B). Expresión relativa (RQ) de rdsA (barras
rojas) en la  cepa cKD01 en comparación con la cepa silvestre CE3 (C).  Los niveles de RQ se
obtienen al normalizar la expresión con el gen constitutivo  rpoA.  Las mediciones provienen de 3
réplicas biológicas independientes cada una, con 3 réplicas experimentales para cada condición y
cada cepa. Las barras de error representan desviación estándar. * Diferencia estadística significativa
en los niveles de RQ entre de la cepa silvestre y el RQ de las cepas mutantes, utilizando la prueba
de Student con un corte de pvalue < 0.05
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Por tanto, en la mutante cKD01 la expresión del gen RHE_PE00001 es dependiente del
inductor Q.

El  gen  RHE_PE00001  codifica  para  un  posible  regulador  transcripcional,  debido  a  la
existencia de un motivo helix-turn-helix. Por otro lado, el gen RHE_PE00024 codifica para
una HK-híbrida. Además, ambos genes se encuentran en el cromosoma secundario p42e y
en  su  contexto  genómico  son  relativamente  cercanos.  Debido  a  esto,  podría  existir  la
posibilidad de que RHE_00001 y  rdsA interaccionen o participan en la  misma vía.  Para
analizar si existe una relación entre el gen RHE_PE00001 y rdsA, revisamos a través de un
análisis  por  RT-qPCR el  nivel  de expresión  de  rdsA en la  mutante  cKD01 y  el  nivel  de
expresión de RHE_PE00001 en la mutante cKD24 
Los niveles de expresión de  rdsA en la mutante cKD01 se mostraron similares a la cepa
silvestre CE3. Además, el nivel de expresión de RHE_PE00001 en cKD24 fue similar a la
cepa silvestre CE3. Por lo que no fue posible establecer una relación entre ambos genes. Sin
embargo, mayores estudios son necesarios para entender si  la actividad de estos genes
interactúa en algún nivel. 

La depleción en la expresión del gen RHE_PE00001 genera cambios en la
forma y división celular de R. etli.
Con la finalidad de tener mayor información sobre la función del gen RHE_PE00001, las
células de la cepa silvestre CE3 y la mutante cKD01, fueron analizadas bajo microscopía
óptica y de fluorescencia bajo condiciones de presencia y ausencia de inducción.

Figura  9.  Cambios  en  la  forma  celular  de  R.  etli CE3  generados  por  la  depleción  y  la
sobreexpresión de RHE_PE00001. Microscopía de la cepa silvestre CE3 y la cepa mutante cKD01
en ausencia  de inducción  (Filas  superiores)  o  en  presencia  de  inducción  (Filas  inferiores).  Las
imágenes fueron obtenidas después de 10 h de crecimiento en medio líquido PY. Las células fueron
colocadas  en  almohadillas  de  agarosa  al  1%.  Cada  imagen  DIC  (Fondo  claro)  tiene  su
correspondiente imagen utilizando tinción con DAPI (Fondo oscuro). Barra de escala 2 μm
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Las células depletadas en el  gen RHE_PE00001 (ausencia  de  inducción)  en  la  mutante
cKD01, presentaron visibles cambios en su forma celular, en comparación a la forma bacilar
en las células de la cepa silvestre CE3. Por otro lado, la adición del inductor (sobrexpresión
del  gen  RHE_PE00001)  generó  cambios  en  la  forma  celular  de  la  mutante  cKD01.  La
presencia de cumato no alteró de ninguna manera la forma celular en la cepa silvestre CE3
(Fig. 9)
Con la  finalidad de detectar  la  presencia  de  nucleoide  y,  por  tanto,  la  posible  viabilidad
celular, se realizó una tinción con DAPI en ambas cepas y condiciones. Las células fueron
observadas bajo microscopía de epi-fluorescencia (Ver Materials and Methods publicados en
Martínez-Absalón et  al.,  2022).  Las  diferentes  formas celulares  presentes  en la  mutante
cKD01 en presencia o ausencia de inducción fueron teñidas adecuadamente con DAPI, por
lo que fue posible observar material genético en las células. Por otro lado, en las células de
la cepa silvestre CE3 también fue posible observar adecuadamente su material  genético,
tanto en presencia como en ausencia de inducción. Esto sugiere que los cambios en la forma
celular de la cepa mutante cKD01 no parecen afectar la viabilidad celular (Fig. 9 y Fig. 10).

Figura  10.  cKD01  presenta  diversos  cambios  en  su  forma  celular. Las  fotografías  son
representativas de las diferentes formas celulares observadas en la mutante cKD01. Las células
fotografiadas del  análisis  por  microscopía,  fueron cuantificadas a  través de 3 experimentos con
réplicas biológicas independientes. En cada réplica se cuantificaron 300 células para cada cepa en
cada condición (ausencia y presecia de inducción (+)). Barra de escala, 2 μm.

Para registrar más adecuadamente el efecto causado por la deleción y sobrexpresión del gen
RHE_PE00001 en  R. etli,  cuantificamos un total  de  900 células para  cada cepa y cada
condición (ausencia y presencia de inducción) bajo microscopía óptica. La cuantificación se
derivó de la observación de 3 réplicas biológicas independientes en cada cepa. Cada réplica
biológica fue construida de novo para evitar la aparición de posibles mutaciones secundarias
que puedan suprimir el fenotipo de la mutante cKD01. 
La  cepa  silvestre  mostró  células  con  forma  bacilar  tanto  en  ausencia  y  presencia  de
inducción con un 92.3 y un 93.8% respectivamente, el porcentaje restante se constituye de
células con una forma redonda (Fig. 10).
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cKD01  mostró  células  redondas  en  un  23.8%.  Adicionalmente,  observamos  células
ramificadas tanto en las células con forma redonda como en las células bacilares, en un
1.3% y 4.1%, respectivamente. Además, se observaron células filamentadas en un 6.8%. Por
otro  lado,  en presencia de  inducción,  la  mutante  cKD01 mostró células  redondas en un
23.3%, mostrando ramificaciones en un 0.1%. Las células bacilares mostraron ramificaciones
en un 1.6. Finalmente, se observó filamentación celular en un 2.4% (Fig. 10).

Figura  11.  cKD01  presenta  cambios  en  la  división  celular. Las  filas  representan  imágenes
secuenciales del análisis microscópico por time-lapse en la cepa silvestre CE3 y la cepa mutante
cKD01.  Las  células  fueron  crecidas  previamente  en  medio  líquido  PY  por  9  horas  y  fueron
esparcidas en una almohadilla de medio mínimo al 1% de agarosa. Las células fueron fotografiadas
cada 10 minutos bajo microscopía óptica obteniendo imágenes DIC. El tiempo para cada bloque se
muestra en la parte superior. En la parte derecha se indica el tipo de cambio en la forma celular
detectado. En cada fila el tiempo cero representa el tiempo cero del inicio del experimento de time-
lapse, a excepción de las filas de las células que presentan ramificación. Donde la primera fila de
bacilar-bacilar ramificada inicia a partir de 6:50 y la segunda filia inicia a partir del tiempo 2:10. Para
la fila Redonda-redonda ramificada, la progresión comienza después de 3:40 de haber iniciado el
crecimiento.  La  fila  de  cambio  de  polaridad  comienza  a  partir  de  4:30  de  haber  iniciado  el
crecimiento.  Las  flechas en esta  fila  indican la  formación del  septo  (Flechas verdes),  y  tras  su
consecuente resolución con la división es posible detectar el polo nuevo en la célula bacilar (flecha
blanca) posteriormente observamos elongación celular a través del polo viejo de la célula (polo viejo)
hasta la nueva formación de un septo. Barra de escala, 2 μm.

39



Para analizar más atentamente los cambios en la morfología y la forma de división de las
células  en  las  cepas  de  R.  etli,  realizamos  un  análisis  por  time-lapse  en  ausencia  de
inducción (Ver Materials and Methods publicados en Martínez-Absalón et al., 2022). En este
análisis nos fue posible observar la forma de división de las diferentes formas celulares.
Fuimos  capaces  de  detectar  el  crecimiento  unipolar  y  asimétrico  esperado  en  la  cepa
silvestre CE3 (Fig. 11, fila CE3 Bacilar-bacilar). Este resultado concuerda con lo reportado
anteriormente para las Rhizobiales S. meliloti y A. tumefaciens (Brown et al., 2012). 
Respecto  al  crecimiento  de  la  mutante  cKD01,  pudimos  observar  crecimiento  del  tipo
silvestre (Fig. 11, fila cKD01 Bacilar-bacilar). No obstante, el crecimiento bacilar fue más lento
en la mutante cKD01 con 3 horas para terminar un ciclo de división celular, en comparación
de 2 horas para las células silvestres. Además, en la mutante cKD01 observamos diferentes
desarrollos celulares dados tanto, en las células con forma bacilar como en las células con
forma  redonda.  En  cuanto  a  las  células  bacilares,  observamos  el  desarrollo  de  células
redondas  (Fig.  11,  fila  Bacilar-redonda),  así  como  el  desarrollo  de  ramificaciones.
Observamos dos tipos de ramificaciones, una ramificación en una forma de “y” donde la
célula parte el polo nuevo en dos foci (Fig. 11, Bacilar- bacilar ramificada primera fila). Y
ramificaciones en forma de “t”, donde las células desarrollan un foco en la parte media del
bacilo  (Fig.  11,  Bacilar-bacilar  ramificada,  segunda fila).  Además,  fue  posible  observar  el
desarrollo  de  filamentación  en  células  bacilares  (video  1  Filamentacion).  Finalmente,
observamos células bacilares con crecimiento a través del polo viejo (Fig. 11, fila Cambio de
polaridad).
En lo referente a las células con forma redonda, pudimos observar el desarrollo de células
bacilares (Fig. 11, fila Redonda-bacilar), así como, el desarrollo de células redondeadas (Fig.
11,  fila  Redonda-redonda).  Finalmente,  observamos  el  desarrollo  de  células  redondas
ramificadas(Fig. 11, fila Redonda-redonda ramificada).
Con la finalidad de registrar el porcentaje de generación de todos estos tipos de desarrollos
celulares,  seguimos  la  generación  celular,  durante  10 horas,  de  217 células  en  la  cepa
silvestre y 218 células en la mutante cKD01. La totalidad de los bacilos analizados en la cepa
silvestre generaron bacilos, y el 1.4% de las células bacilares presentaron crecimiento por el
polo  viejo  (cambio  de  polaridad).  En  este  análisis  no  se  observaron  células  con  forma
redonda en la cepa silvestre CE3 (Fig. 12 A, Resultados publicados en Martínez-Absalón et
al.,  2022). En el caso de la mutante cKD01, el  seguimiento celular se realizó de manera
independiente de acuerdo a la forma celular, con un total de 119 células con forma bacilar, y
99  con  forma  redonda.  Las  células  bacilares  en  cKD01  generaron  62.2%  de  células
bacilares, de las cuales el 17.6% presentó cambio de polaridad (video 2, Fig. 11, fila cambio
de  polaridad).  Las  células  bacilares  generaron  ramificaciones  en  un  8.8%.  Además,  se
observó filamentación (células con una longitud mayor a 5.5 µm) en un 9.2%. Finalmente, las
células bacilares desarrollaron células redondas en un 8.1%, mientras que el 2.2% restante
generó células redondas ramificadas (Fig. 12 B).
En cuanto a las células con forma redonda, el 29.3% generaron células redondas, el 4.2%
generó células redondas ramificadas. Las células redondas generaron bacilos ramificados en
un 2% y filamentación bacilar en un 7.1%. El 56.6% restante dio paso a células con forma
bacilar, de la cuales el 17.9% presentó cambio de polaridad (Fig. 12 C).
Estos resultados muestran que la alteración en la expresión del gen RHE_PE00001, ya sea
en depleción o en sobrexpresión, generan cambios drásticos en la forma del R. etli CE3. Esto
sugiere que el gen RHE_PE00001 podría estar involucrado en la determinación de la forma
celular de R. etli.
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Figura 12. Destino celular en R etli CE3 y cKD01. Los eventos de división celular fueron seguidos
por 10 horas durante el  crecimiento en camas de medio mínimo MMY con agaroasa al  1%, en
ausencia de inducción. El crecimiento fue seguido por medio de imágenes DIC, tomadas cada 10
minutos usando microscopía. Los números representan el  porcentaje de divisiones obtenidas en
cada tipo de forma celular.  Los porcentajes se derivan de un total  de 217 células para la cepa
silvestre CE3 (Datos publicados en Martínez-Absalón et al., 2022) y de 119 celas con forma bacilar y
99 con forma redonda en la cepa mutante cKD01.
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Discusión
Las alfaproteobacterias comparten una forma de división asimétrica (Hallez et al., 2004). No
obstante,  la  vía  de  regulación  del  ciclo  celular  en  alfaproteobacterias,  difiere  de  manera
llamativa  entre  los  diferentes  grupos  que  la  componen.  Entre  las  alfaproteobacterias  se
conservan parcialmente las vías de regulación. Algunos de los elementos conservados, son
los sistemas de dos componentes CtrA-cHpT-Ccka, DivJ-DivK, y PleC-PleD. No obstante, las
vías de regulación, no se conservan de manera precisa, e incluso, los motivos de unión a
DNA de los RR varían dentro de los grupos (De Nisco et al., 2013; Pini et al., 2014; Poncin et
al., 2018). En este trabajo proponemos a RdsA como un regulador global involucrado en la
determinación de forma celular y división celular en R. etli. RdsA codifica para una HK-híbrida
que forma parte de un sistema de regulación de dos componentes. Hasta el momento se
desconoce el componente de respuesta de la vía.
La deleción de RdsA mostró un cambio drástico en la forma celular de  R. etli, generando
células  redondas,  problemas  en  división  celular,  una  tasa  de  crecimiento  menor  y
alteraciones en la forma de división, generando cambios de polaridad y ramificaciones.
El  análisis  por  RNAseq  en  la  cepa  depletada  en  RdsA (cKD24),  mostró  cambios  en  la
expresión global en varios procesos celulares importantes para el ciclo celular. Como lo son
la vía de división celular, biogénesis de pared celular, respiración-oxidativa y motilidad. Una
dificultad de este estudio, fue poder determinar cuáles de estas vías o genes blancos, son
regulados por RdsA de forma indierecta o directa.
Fue llamativo no haber observado cambios en la expresión de genes como GPR, que fue
descrita como una proteína estructural involucrada en la determinación de la forma bacilar en
Rhizobiales (Zupan et al.,  2019). Además, no observamos cambios en PBP-1a, una PBP
propuesta como la mayor responsable en llevar a cabo los enlaces de PG tipo 4,4 en la
pared celular en Rhizobiales (William et al., 2021). Por lo que podemos proponer que RdsA
regula la forma bacilar por mecanismos distintos. 
Dentro de los genes afectados de manera directa o indirecta por RdsA, involucrados en
determinación  de  forma  celular,  se  encuentran,  las  LD-transpeptidasas,  proteínas
encargadas del enlace tipo 3,3 de PG en la pared celular. En Rhizobiales, este tipo enlace es
el más abundante (Brown et al., 2012; Cameron et al., 2014). Por lo que, el cambio en la
expresión  de  las  LD-transpeptidasas  observado  en  la  depleción  de  RdsA,  no  es
menospreciable. ldtB se ha descrito en A. tumefaciens como una LD-transpeptidasa esencial,
involucrada en el crecimiento unipolar y en la determinación de polaridad (Cameron et al.,
2014).  ldtB  mostró  subexpresión  por  lo  que  no  podemos  descartar  que  las  LD-
transpeptidasas jueguen un papel importante en el cambio de forma observado en cKD24.
Por lo que podrían ser blancos en la vía de regulación de RdsA.
Por  otro  lado,  fue llamativo observar  un  cambio  drástico en la  expresión  de MurJ  en el
análisis de RT-qPCR, donde se observó una subexpresión de 20 veces con respecto a la
cepa silvestre. MurJ es una flipasa esencial. La esencialidad de MurJ, ha sido comprobada
tanto en E. coli como en A. tumefaciens (Curtis y Brun, 2014; Ruiz, 2008). MurJ se encarga
de transportar el lípido II hacia la membrana, actividad indispensable para la biogénesis de
pared celular (Egan et al., 2018). En E. coli, la depleción de MurJ genera cambios en la forma
celular, generando células con forma redonda y una disminución de PG en la pared celular
(Ruiz,  2008).  La  concordancia  con  el  fenotipo  de  deleción  de  MurJ,  versus  el  fenotipo
observado en la deleción de RdsA, aunado a los bajos niveles de subexpresión de MurJ en
cKD24, colocan a MurJ como un posible blanco de la vía de regulación de RdsA.
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FtsI es la PBP más activa durante la formación del septo. Esta proteína trabaja en conjunto
con  las  proteínas  de  divisoma,  FtsAZQWEXK,  para  la  adecuada  formación  del  septo  y
división celular (Rothfield et al., 2005). La depleción de RdsA generó una disminución en la
expresión  en  todos  estos  genes.  La  subexpresión  del  conjunto  de  genes  ftsAZIQWEXK
podría generar errores en la colocación del septo o fallos en su correcta formación. Por lo
que la disminución en la expresión de los genes ftsAZIQWEXK podría estar involucrada en el
fenotipo de ramificación en cKD24. Por lo tanto, los genes del divisoma podrían ser parte de
la vía de regulación de RdsA.
Adicionalmente, observamos disminución en la expresión del operón minCDE, que en E. coli
ha sido descrito como esencial para la correcta localización del septo (Rothfield et al., 2005).
Sin embargo, esta función de MinCDE no ha podido ser adecuadamente corroborada en
Rhizobiales. Incluso existe mayor evidencia de que la función de MinCDE no parece ser vital
para la localización del septo en Rhizobiales (Cheng et al., 2007; Flores et al., 2018; Landeta
et al., 2011).
En  cuanto  a  los  cambios  de  polaridad  observados  en  RdsA,  es  notable  que  genes
involucrados en la determinación de polaridad en Rhizobiales, como son PodJ y PopZ, no
presentaron cambios en su expresión en la cepa cKD24. No obstante, genes como ftsA, ftsZ
y ldtB, han sido reportados como determinantes en la polarización de Rhizobiales, así como
esenciales  para  el  crecimiento  unipolar.  (Grangueon  et  al.,  2015;  Zupan  et  al.,  2016;
Cameron et al., 2014).  ftsA, ftsZ y ldtB fueron encontrados con niveles de subexpresión en
cKD24. Por lo que es posible que la disminución en la expresión en estos genes, participe en
los cambios de polaridad observados en cKD24.
Algo que nos llamó la atención fue no ver cambios en la expresión del regulador maestro
CtrA.  Tampoco, observamos cambios en los sistemas de expresión de dos componentes
como PleC-PleD  y  DivK-DivJ.  Por  lo  que  podemos  proponer  que  RdsA logra  regular  la
división celular por una vía genética distinta.
RdsA se encuentra codificado en el cromosoma secundario p42e y fue descrito a la par del
gen  RHE_PE000001  como  genes  esenciales  responsables  de  la  estabilidad  de  p42e
(Landeta et al., 2011). En este trabajo nos centramos en describir la función de ambos genes
esenciales. En lo referente a RHE_PE00001 construimos la cepa de expresión condicional
cK01.  Esta  cepa  mostró  depleción  del  gen  RHE_PE00001  en  ausencia  de  inducción  y
sobrexpresión, en presencia de inducción. El análisis por microscopía de la cepa mutante
cKD01  mostró  alteraciones  en  la  forma  celular.  cKD01  generó  células  redondas,  pero
también una fracción de células presentaron filamentación, y ramificaciones. Los cambios en
la forma celular en cKD01 se observaron en condiciones de subexpresión y sobrexpresión de
RHE_PE00001.  Adicionalmente,  fue  posible  observar  crecimiento  por  el  polo  viejo  de  la
célula. Estos resultados nos permiten sugerir a RHE_PE00001 como un posible regulador de
la forma celular y división en R. etli.
La similitud que existe entre los fenotipos de las cepas depletadas en la expresión de los
genes RHE_PE00001 y rdsA, aunado a su cercanía en el genoma, podría llevar a suponer
que RHE_P00001 podría  ser  el  RR de la vía  de RdsA.  Sin embargo,  no hemos podido
generan evidencia experimental que lo compruebe. Por el contrario, el análisis por RT-qPCR
de la expresión de ambos genes en ambas clonas no mostró una relación o regulación por
parte de los genes. De manera similar, el análisis de RNAseq, en la cepa depletada de RdsA,
no mostró una relación entre RdsA y RHE_PE00001. RHE_PE00001 carece además de los
motivos característicos de un regulador de respuesta. Por último, el fenotipo que presenta la
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cepa cKD24 es más marcado que el  fenotipo de la  mutante cKD01.  Por  estas razones,
consideramos que RHE_PE00001 no es el regulador de respuesta que trabaja con RdsA.
Para buscar este regulador de respuesta, Carmen Guadarrama ha generado anticuerpos
específicos contra RdsA, los cuales se emplearán en experimentos de pull down in vivo, con
la intención de ver con qué proteínas se asocia RdsA. Paralelamente,  Araceli  Dávalos y
Carmen Guadarrama están intentando inactivar por mutación cada uno de los 23 reguladores
de respuesta en el cromosoma de R. etli CFN42. La idea es que el RR que trabaje con RdsA
no debería de poderse inactivar por mutación, dado que sería también un gene esencial. Los
RR que se comporten como genes esenciales serán modificados para generar expresión
condicional de ellos, empleando el sistema de cumato. Nos concentraremos en aquel que
muestre  un  fenotipo  similar  a  cKD24,  tanto  en  forma  como  en  división  celular.  De
encontrarse,  verificaremos  su  posible  interacción  por  coinmunoprecipitación,  además  de
realizar experimentos de fosfotransferencia.

Los sistemas de dos componentes que contienen HK-híbridas, frecuentemente requieren de
un tercer elemento de interacción, un elemento HPt (Gao y Stock, 2009). En el genoma de R.
etli  CE3 se han reconocido, hasta ahora, dos proteínas con dominios HPt que podrían ser
esenciales. El grupo de Lourdes Girard determinó que los genes  hpt (  RHE_CH03800) y
chpT no pueden ser mutados por interrupción (datos no publicados). Para determinar si estos
HPts son parte del sistema de dos componentes de RdsA, Carmen Guadarrama utilizó el
sistema de dimerización in vivo LexA (Dmitrova et al., 1998). Este sistema podría determinar
si  alguna  de  estas  HPts  son  capaces  de  heterodimerizar  o  interactuar  con  RdsA.  Sin
embargo, no fue posible demostrar interacción o dimerización entre RdsA y alguno de los dos
elementos HPts analizados. Así mismo, probamos con este mismo sistema LexA, la posible
interacción entre RdsA y RHE_PE00001. Sin embargo, tampoco fue posible encontrar una
interacción entre estas dos proteínas.
No  obstante,  aún  son  necesarios  más  estudios  para  concluir  si  RdsA y  RHE_PE00001
participan en una misma vía de señalización o si convergen de alguna manera. O bien, si HPt
o ChpT son posibles elementos de fosforelevo para RdsA.

Adicionalmente,  en  el  grupo  de  trabajo  no  había  sido  posible  construir  mutantes  por
interrupción en ambos genes esenciales RHE_00001, y  rdsA.  Sorprendentemente, Araceli
Dávalos logró obtener mutantes por interrupción en ambos genes, pero a una frecuencia

extremadamente baja, estimada en 10-8 a 10-9. Debido a su baja frecuencia, proponemos
que estas mutantes portan además mutaciones supresoras.  Las mutantes supresoras se
originan debido a que una pequeña parte de la población bacteriana contiene una segunda
mutación (o más) en su genoma, la cual  permite la interrupción del  gen, sin generar un
fenotipo. Este fenómeno enmascara el efecto de la mutación por interrupción, y no genera un
fenotipo claro de la función del gen interrumpido. Sin embargo, la secuenciación de mutantes
supresoras puede generar información interesante que nos permita entender la función de
estos genes. 
Se obtuvieron un total de 4 mutantes supresivas para el gen RHR_PE00001 y 2 para rdsA.
Las mutantes supresivas en los genes RHE_PE00001 y rdsA crecieron de manera similar a
la cepa silvestre, y no mostraron alteraciones en su forma celular.
En  colaboración  con  Patricia  Bustos  y  Víctor  González,  se  realizó  la  secuenciación  del
genoma completo de las 6 mutantes y 2 cepas más pertenecientes a la cepa silvestre CE3.
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La secuenciación fue de una alta cobertura, con rangos que van de 57X a 210X. Al agrupar
las 6 mutantes supresivas, se obtuvieron un total de 13 SNPs ubicados en el cromosoma y 9
que se encontraron repartidos en los plásmidos p42a, p42c y p42f. Vale la pena aclarar que
ninguno de estos SNPs se presentaron en las cepas silvestres que se secuenciaron en
conjunto con las mutantes supresivas.
Algo que resultó especialmente interesante de este análisis, es que dentro de los 13 SNPs
cromosomales,  2  se  encuentran  compartidos  en  las  mutantes  supresivas  del  gene
RHE_PE00001 y esos mismos 2 SNPs son compartidos en conjunto con las 2 mutantes
supresivas del gen rdsA.
El primer SNP compartido en las 6 mutantes cae dentro de la secuencia que codifica el gen
RHE_CH03804. RHE_CH03804 es un gen que se encuentra rio abajo del operón FtsEX.
RHE_CH03804 se encuentra anotada como una probable aminotransferasa de aminoácidos
de  cadena  ramificada. Contiene  un  único  dominio  que  pertenece  a  la  superfamilia  de
proteínas YdcF-like. YdcF está involucrada a la resistencia de vancomicina y podría estar
involucrada en la biogénesis de pared celular (Chao et al., 2008).
Los SNPs que encontramos en RHE_CH03804 realizaron dos tipos de cambios de codón
V101F y  C124Stop.  Ambos  cambios  pueden  significar  una  pérdida  total  o  parcial  de  la
actividad del gen RHE_CH03804 en las mutantes supresivas de RHE_PE00001 y rdsA.
El segundo SNP compartido por las mutantes supresivas para ambos genes, se encuentra
en la  región intergénica entre los  genes  rne, codificado en la  cadena negativa,  y  amiC,
codificado en la cadena positiva. Rne es una ribonucleasa E con actividad de degradación de
mRNA y sRNA de manera dependiente. Por otro lado, AmiC es una amidasa que participa en
la síntesis de PG. El cambio en la zona intergénica es A-C. Este cambio se presentó en las
todas las mutantes supresivas para ambos genes. Al ser un cambio en una región intergénica
podría significar un cambio la expresión de rne o amiC.
Para clarificar si RHE_CH03804 puede ser un gen relacionado en las vías de regulación de
rdsA y/o de RHE_PE00001, realizamos mutaciones por interrupción en RHE_CH03804.
Las mutantes por interrupción en RHE_CH03804 se obtuvieron a una baja frecuencia en un

rango que va de 10-8 a 10-9. Esto sugiere que RHE_CH03804 podría ser un gen esencial en
R. etli CE3. Debido a esto, se construyó una mutante condicional para el gen RHE_CH03804
bajo  el  sistema de  cumato.  La  mutante  condicional  en  RHE_CH03804,  en  ausencia  de
cumato, presentó crecimiento similar a la cepa silvestre CE3. No obstante, la sobrexpresión
en RHE_CH03804 presentó problemas de crecimiento, y un cambio en su forma celular. La
mayoría de las células que mantienen sobrexpresión en RHE_CH03804 presentaron células
bacilares con un claro engrosamiento en la parte media, este tipo de forma fue nombrada
como  pseudo-redonda.  La  sobrexpresión  de  RHE_CH03804  generaron  células
pseudoredondas en un 54%. Además, también fue posible observar células con una clara
forma redonda en un 22.4%. Con esto podemos proponer que RHE_CH03804 es un gen
esencial que podría participar en la biogénesis de pared celular.

RdsA y RHE_P00001 son genes conservados en Rhizobiales. Ambos, están conservados en
R.  etli y  especies  cercanas,  como  Rhizobium leguminosarum.  RdsA contiene un posible
homólogo en A. tumefaciens con la HK-híbrida Atu5509, con un porcentaje de identidad de
48%. Mientras que, en  S. meliloti, RdsA no parece tener homólogos claros. Por otro lado,
RHE_PE00001 presentó posibles homólogos en A. tumefaciens (Atu6047 con una identidad
del 48%) y en S. meliloti (SM_b20042 con una identidad del 59%). Araceli Davalos revisó la

45



posible  esencialidad  de  Atu5509.  Para  lo  cual,  realizó  mutantes  por  interrupción  de

secuencia. El gen Atu5509 pudo ser interrumpido a frecuencias altas, mayores de 10-6. Sin
embargo, fue posible observar que Atu5509 parece tener una copia en el  genoma de  A.
tumefaciens.  Esto  se  atribuye  debido  a  que  las  cepas  mutantes  en  Atu5509,  mostraron
amplificación por PCR del mismo producto Atu5509. En todos estos casos la inserción del
plásmido que  interrumpió la secuencia de una de las copias de Atu5509 fue  debidamente
corroborada por PCR.
Además, para revisar la  posible  esencialidad de los homólogos de RHE_PE00001 en A.
tumefaciens y  en  S.  meliloti,  (Atu6047  y  SM_b20042  respectivamente)  Araceli  Davalos
realizó mutantes por inserción en ambos genes y obtuvo mutantes con frecuencias altas

(mayores a 10-6).
De esta manera, podemos sugerir que RdsA y RHE_PE00001 son genes esenciales para un
taxón determinado (R. etli y especies cercanas). Existen varios genes que son esenciales
únicamente para un taxón en específico. Un ejemplo claro, es el factor de terminación de
traducción RF1 (prfA), el cual es esencial solo en E. coli K12. El resto de las cepas de esta
especie pueden prescindir de RF1. E. coli K12 contiene una mutación en RF2, que ocasiona
una actividad ineficiente en RF2, por lo que RF1 resulta esencial como factor de terminación
de  traducción  en  E.  coli K12  (Johnson  et  al.,  2012).  En  una  circunstancia  similar,  la
inactivación de rluD (que codifica para una pseudouridina sintasa) en E. coli K12 provoca un
crecimiento extremadamente lento, un mal reconocimiento en codones de término y defectos
en  el  ensamble  de  la  subunidad  50S  del  ribosoma,  así  como  en  la  asociación  de  las
subunidades 50S y 30S en el ribosoma. En contraste, la inactivación de rluD en E. coli B ó en
Salmonella enterica tuvo efectos prácticamente indetectables en crecimiento, reconocimiento
de codones de término ó ensamble de subunidades ribosomales.  Estas diferencias entre
cepas y especies se deben a cambios específicos en el gene para RF2 en E. coli K12 (O
´Connor y Gregory, 2011).
Un ejemplo particularmente interesante es el del complejo elongasoma, que es esencial y se
conserva ampliamente en Bacterias con forma bacilar,  tanto en Gram positivas como en
Gram negativas. Sin embargo, existen algunos taxones con forma bacilar,  que presentan
ausencia de gran parte de las proteínas que conforman el elongasoma. Como es el caso
concreto de Rhizobiales, y algunas Actinobacterias (Streptomycetes y Mycobacteria) (Yulo y
Hendrickson,  2019;  Daniel  y  Errington,  2003).  Claramente,  en  estos  grupos  se  han
desarrollado formas alternativas capaces de participar en este proceso.

La readaptación de genes regulatorios puede generar también esencialidad específica para
un  taxón  determinado.  El  sistema  de  dos  componentes  PhoP-PhoQ  es  no  esencial  en
prácticamente  todas  las  bacterias  analizadas,  Este  sistema  se  activa  en  respuesta  a
modificaciones en la concentración de magnesio, calcio ó presencia de péptidos catiónicos
antimicrobianos, activando la expresión de una serie de genes que permiten adaptación a su
nicho, incluyendo el control de algunos genes relevantes para virulencia. El sistema PhoP-
PhoQ resultó ser esencial en la bacteria  Xanthomonas campestris pv.  campestris. En esta
bacteria, la reducción en la expresión de phoP ó phoQ provocó la detención en crecimiento,
así como problemas en división celular. Estos efectos se deben a que ahora varios genes
esenciales para crecimiento y división celular, incluyendo  ftsA,  están en  X. campestris pv
campestris bajo el control de sstema PhoP-PhoQ (Peng et al., 2017). Este es un ejemplo
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particularmente  interesante,  donde  la  recomposición  de  una  red  regulatoria  origina  una
esencialidad específica para un taxón.
Estos ejemplos nos permiten comprender que las bacterias generan mecanismos alternativos
para contrarrestar la pérdida de uno o varios genes esenciales. Esto tiene como resultado, la
generación de vías y mecanismos alternativos, que pueden resarcir la perdida de alguna
función esencial. Por tanto, existen multiplicidad de genes que son esenciales solo en un
taxón  determinado.  Alternativamente,  es  posible  que  el  gen  esencial  específico,  sea
resultado de mutaciones adquiridas, en el gen, lo que permitiría suplantar la esencialidad de
otros genes.
Un  aspecto  interesante  a  desarrollar  a  futuro,  es  poder  comprender  cuáles  son  los
mecanismos evolutivos y adaptativos que dieron paso a la esencialidad específica de RdsA y
RHE_PE00001.
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Conclusiones
RdsA y RHE_PE00001 son genes que se encuentran codificados dentro del  cromosoma
secundario p42e de R. etli. rdsA y RHE_PE00001 son genes esenciales que le confieren alta
estabilidad al cromosoma secundario p42e.
RdsA es un regulador global que está involucrado en la determinación de forma celular, y
división celular en R. etli.
RHE_PE00001  es  un  posible  regulador  esencial  de  R. etli,  que también afecta  forma y
división celular.
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Perspectivas
Para  adquirir  mayor  información  sobre  la  actividad  del  gen  RHE_PE00001  se  propone
realizar  un  análisis  de  RNAseq,  en  la  cepa  mutante  cKD01,  en  condición  de  depleción
(ausencia de inducción) en comparación con la cepa silvestre CE3. Dicho análisis podría
generar información inicial sobre una vía o función en la que el gen RHE_PE0001 pueda
estar  involucrado.  Adicionalmente,  podría  brindar  información  sobre  posibles  genes  que
interactúen con RHE_PE00001.
Localización  por  microscopía  de  fluorescencia  de  RdsA,  a  través  de  la  fusión  con  una
proteína fluorescente.  Localizar RdsA a lo largo del  ciclo celular de  R. etli,  nos permitirá
establecer su participación en la polarización de R. etli.

Localización de posibles RR de RdsA
Con  la  finalidad  de  encontrar  proteínas  que  interaccionen  directamente  con  RdsA.  Se
propone  realizar  ensayos  tipo  pull-down  con  la  proteína  purificada  RdsA,  y  anticuerpos
específicos  para  RdsA.  Este  análisis  puede  brindar  información  sobre  cuáles  son  las
proteínas  con  las  que  RdsA  interacciona  directamente  y  así  poder  localizar  posibles
elementos del sistema de dos componentes de RdsA como su RR o Hpt. 

Ensayos de Fosforelevo entre posibles RR  interactuando con RdsA y de posibles elementos
HPt. 
No obstante, para facilitar esta oportunidad se propone:

Análisis bioinformático que nos permita localizar posibles RR de RdsA. 

Los  RR  candidatos  deberán  cumplir  con  bajas  frecuencias  de  conjugación  al  realizar
mutantes por inserción. Esto nos permitirá identificar posibles RR esenciales. 

Construir  mutantes  condicionales  en  estos  posibles  RR esenciales.  Analizar  si  mutantes
condicionales en RR muestran fenotipos similares a la mutante cKD24.

Complementación  de  la  mutante  cKD24  con  el  o  los  posibles  blancos  de  RdsA.  La
complementación  también  podría  buscarse  con  posibles  genes  blancos  de  la  via  de
regulación de RdsA.

Realizar análisis in vitro de fosforelevo, con posibles elementos que puedan formar parte del
sistema de dos componentes de RdsA. Ya sean, elementos HPt y/o posibles RR esenciales.

Efecto de la mutante cKD24 en la fisiología de R. etli.
Analizar la composición de pared celular en cKD24 en comparación a la cepa silvestre CE3.
Para  lo  cual  se  propone  marcar  D-aminoácidos,  ya  sea  con  un  marcaje  fluorescente  o
radiactivo.  Lo  que  nos  permitirá  medir  la  cantidad  y  el  tipo  de  D-aminoácidos  que  son
incorporados por las diferentes cepas. Adicionalmente, es posible obtener el tipo y cantidad
de D-aminoácidos por medio de un análisis por cromatografía líquida por HPLC.
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Analizar la capacidad de Respiración en la cepa cKD24 en comparación la cepa silvestre
CE3.  Por  medio  de  la  comparación  de  la  capacidad  de  crecimiento  de  las  cepas  en
condiciones anoxigénicas ó microoxigénicas.

Analizar la capacidad de motilidad en la cepa cKD24 en comparación a la cepa silvestre CE3.

Localización de proteínas esenciales para división celular y de biogénesis de pared celular,
en las diferentes mutantes condicionales de los genes esenciales, por medio de proteínas
fluorescentes 
Analizar  la  capacidad  de  nodulación  y  fijación  de  nitrógeno  en  la  cepa  cKD24  en
comparación a la cepa silvestre CE3.
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Materiales y Métodos
Las cepas bacterianas y plásmidos utilizados en los resultados adicionales, se encuentran en
listados en la tabla 1 y los oligos utilizados para su construcción en la tabla 2. Los oligos
utilizados para el análisis de RT-qPCR en tabla 3.

Construcción de cepas
Construcción de cepas de expresión condicional con genes reporteros
Con  la  finalidad  de  evaluar  la  capacidad  de  depleción  y  sobrexpresión  de  sistemas  de
expresión  condicional  en  R.  etli.  Se  generaron  plásmidos  replicativos  de  expresión
condicional,  utilizando  sistemas  de  regulación  positiva.  Para  rastrear  adecuadamente  la
actividad de cada sistema se utilizaron los genes reporteros mCherry y uidA. Debido a que
no existen sistemas de inducción previamente probados en R. etli, se seleccionaron cuatro
sistemas de inducción exitosos en especies cercanas a R. etli (Tabla 1; Chubiz et al., 2013;
Khan et al., 2008; Mostafavi et al., 2014).

Sistema replicativo inducible por lac
Se colocó el gen reportero  uidA bajo el control del sistema de inducción  lac.  Para ello, se
construyo el  plásmido replicativo  pSRKKmgus.  El  gen  uidA se  amplificó  utilizando como
templado el plásmido pWM5 (Metcalf y Wanner 1993) y se clonó en el plásmido replicativo
pSRKKm (Khan et al., 2008) con las enzimas NdeI y NheI.

Sistemas replicativos inducibles por de Q y Ant
Se utilizaron  las  construcciones  pJP18T y  pJP22T realizados por  Chubiz  et  al.  (2013).
Ambos plásmidos son replicativos en Rhizobiales. Contienen el gen reportero mCherry bajo
el control de los sistemas inducibles por Q y Ant  respectivamente. 

Sistema replicativo inducible por tau
El  plásmido  pBBMCS53  se  generó  como  herramienta  para  rastrear  la  actividad  de
promotores (Girard et al., 2000). Es por ello que contiene el gen uidA como gen reportero en
ausencia de promotor. Por lo que, utilizamos el plásmido pBBMCS53 para medir la actividad
del sistema de inducción por tau. Para lo cual se amplificó el promotor P tauA y el represor.
TauR usando como templado el genoma de Sinorhizobium fredii GR64. El producto de PCR
se clonó en el plásmido pBBMCS53 con las enzimas EcoRI-KpnI. 

Construcción de sistemas de expresión condicional integrativos en Rhizobiales
Con  el  objetivo  de  tener  una  herramienta  que  posiblemente  nos  permita  controlar  la
expresión  de  un  gen  específico,  se  generaron  plásmidos  de  expresión  condicional
integrativos, El objetivo de los plásmidos, es colocar la expresión del gen deseado, bajo el
control  de  un  promotor  inducible,  donde  la  capacidad  del  promotor,  depende  de  la
concentración del inductor. Esto se logra mediante un evento de recombinación homóloga,
que logre desplazar el promotor nativo del gen a controlar. Esto genera como resultado la
incorporación  del  promotor  inducible  río  arriba  del  gen  completo  (Fig.  6). Para  ello,  se
clonaron las  regiones reguladoras (promotor-operador-represor)  del  sistema de expresión
condicional Q en el plásmido integrativo pK18mob (Schäfer et al., 1994). pK18mob carece de
un sistema de replicación en células Rhizobiales, por lo tanto, para que se lleve a cabo la
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replicación del plásmido, es necesario su integración al genoma por medio de un evento de
recombinación homóloga (Schäfer et al., 1994). 

Tabla 1. Cepas y plásmidos.
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Tabla 2. Oligos usados para la construcción de cepas.

Tabla 3. Oligos usados para el análisis por RT-qPCR.

Sistemas integrativo indubles por Q 
La construcción de los sistemas integrativos inducibles por Q (pMASQ) se realizó por medio
de  la  amplificación  del  fragmento  represor-promotor-operador  de  los  plásmidos  pLC290
(Chubiz et al., 2013). El fragmento se clonó en pK18mob con las enzimas EcorI-SalI.

Tabla 4. Sistemas inducibles de expresión diseñados para Alfaproteobacterias. Cada sistema
genera fenotipos consecuentes a la depleción en la expresión del gen.

Construcción  de  mutantes  condicionales  (cKD)  en  los  genes  RHE_PE00001,
RHE_PE00024.
Los plásmidos integrativos inducibles por  Q pueden ser  una herramienta para regular  la
expresión de un gen deseado. Para ello es necesario clonar un fragmento del gen que se
desea regular, en el plásmido integrativo inducible. Dicho fragmento corresponde al inicio de
traducción más aproximadamente 300 bp río abajo. De esta manera se permitirá un evento
de recombinación homóloga, que tendrá como resultado la integración del sistema inducible
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río arriba del gen completo. Por lo tanto, se genera el desplazamiento del promotor nativo
(Fig. 6).
Para  la  construcción  de  mutantes  condicionales  (cKD)  en  los  genes  RHE_PE00001  y
RHE_PE00024,  se  realizaron  con  la  amplificación  de  los  fragmentos  de  cada  gen
correspondientes al inicio de traducción y aproximadamente 300 pb más, rio abajo, utilizando
como templado la cepa R. etli CE3. Los productos se clonaron individualmente en el sistema
integrativo de expresión condicional por Q (pMASQ). Los fragmentos de los genes fueron
ligados río  abajo  del  promotor  inducible  del  sistema inducible  con los  sitios previamente
restringidos por las enzimas KpnI-SalI.
Cada plásmido construido se transformó en E. coli DH5 (Tabla 2). Los plásmidos purificados
de dichas transformantes, se verificaron a través de PCR, empleando los mismos oligos que
se usaron para su construcción (Tabla 3), y mediante digestión con las enzimas de restricción
adecuadas. 
Los plásmidos verificados fueron introducidos en  R. etli CE3 por conjugación utilizando la
cepa E. coli S17 (Tabla cepas), previamente transformada de manera individual con cada uno
de plásmidos.
Las transconjugantes fueron seleccionadas por su resistencia a los antibióticos Nal-Kan o
Nal-Gm de acuerdo a los requerimientos de cada construcción. Las transconjugantes fueron
corroboradas  a  través  de  su  perfil  de  los  plásmidos.  Adicionalmente,  en  el  caso  de  las
transconjugantes  en  las  cepas  cKD,  se  verificó  la  correcta  integración  de  los  genes
RHE_PE00001 y RHE_PE00024 junto con los sistemas de inducción, por PCR mediante la
combinación de los oligos universales M13 (Invitrogene) y los propios utilizados para cada
construcción integrativa.

Ensayos de actividad de los  sistemas inducibles  de  Q y  Ant  utilizando como gen
reportero mCherry
La actividad de los sistemas inducibles Q y Ant en R. etli CE3 fue rastreada a través del gene
reportero mCherry. A partir de los overnights de la cepa CE3 silvestre, CE3Q y CE3A, fueron
colocados en placas de ELISA con cultivos iniciales a A620 de 0.05, en 150 µl de medio PY
líquido.  La  capacidad  de  los  promotores  inducibles  por  Q  y  Ant  se  midió  colocando
concentraciones de inducción crecientes desde 0 a 10 µg ml-1 de Q y de 0 a 25 ng ml-1 de
Ant, respectivamente. Los niveles de actividad de mCherry se midieron a  una longitud de
onda de emisión de 645 ± 40 nm, y los niveles de crecimiento por  A620, utilizando  Bio-Tek
Synergy  HT,  un  detector  que  permite  leer  fluorescencia  y  absorbancia,  y  controlar  la
temperatura y agitación para permitir crecimiento. La actividad de mCherry se midió a lo largo
del crecimiento de las cepas por 18 h realizando lecturas de crecimiento y fluorescencia cada
3 h. 

Ensayos  de  actividad  de  los  sistemas  inducibles  tau  y  lac  utilizando  como  gen
reportero uidA
Cultivos iniciales de 0.05  A620, en 5 ml de medio líquido PY de las cepas CE3 silvestre,
CE3lac y CE3tau, con concentraciones crecientes de los inductores IPTG (0-750µM) y tau (0-
5mM)  respectivamente,  crecidos  durante  18  h  fueron  utilizados  para  medir  el  nivel  de
expresión  del  gen  uidA utilizando  p-nitrofenil  glucurónido como  sustrato  (Corvera  et  al.,
1999). La reacción colorimétrica de cada muestra, se dispensó en 200 µl en placas de Elisa,
se registró el cambio de coloración cada 2 min por 90 min empleando Bio-Tek Synergy HT.
Los  datos  se  normalizaron  de  acuerdo  con  la  concentración  de  proteína  celular  total,
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utilizando el método de Lowry (Ausubel et al., 1996) en un segundo conjunto de muestras de
1 ml. 

Ensayos de microscopía
Los  ensayos  de  microscopía  y  time-lapse  en  la  cepa  cKD01 se  realizaron  siguiendo  la
metodología expuesta en los resultados publicados en Martínez-Absalón et al., 2022
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