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RESUMEN

Los cambios en la disposición del suelo, junto con los efectos tóxicos de los
metales pesados, representan una condición estresante en el establecimiento de
la cubierta  vegetal,  ya  que,  debido a estas características inapropiadas,  se ha
observado un efecto negativo en la fisiología y un obstáculo para la germinación y
el  crecimiento  en  las  plantas  causado  principalmente  por  un  desequilibrio
bioquímico  y  daño  genético.  En  la  última  década,  se  ha  demostrado  que  los
microorganismos simbióticos permiten a la planta huésped mejorar su crecimiento
en condiciones de estrés por metales pesados. Este fenómeno ocurre estimulando
el crecimiento de plantas indirectamente a través de la inducción de mecanismos
de defensa contra fitopatógenos y / o directamente a través de la solubilización de
nutrientes minerales (nitrógeno, fosfato, potasio) o la producción de fitohormonas
que promueven crecimiento como: auxinas, giberelinas y etileno. También pueden
cambiar la biodisponibilidad del metal en el suelo a través de diversos mecanismos
como la acidificación, precipitación, quelación, complejación y reacciones redox
que pueden aliviar la fitotoxicidad del metal y estimular crecimiento de la planta.

En este estudio, se aislaron 111 bacterias endosimbióticas de dos especies de
Acacia, predominantes en dos jales mineros ubicados en el área minera del pueblo
de Huautla, Morelos. A partir de una prueba cualitativa de resistencia a metales
pesados  mediante  la  técnica  de  inhibición  de  disco.  Se  seleccionaron  los
aislamientos AF16 y AC44, por su capacidad de resistir a metales pesados: 45
mM Pb, 207 mM Mn, 7200 uM Cd y 84 mM de Zn además de ser multirresistentes
a antibióticos. Los dos aislamientos se caracterizaron por métodos filogenéticos
basados en datos de secuencia multilocus revelando que la cepa AF16 se agrupa
con  el  género  Microvirga  sp.  y  cepa  AC44  con  la  especie  Stenotrophomona
maltofila. Con base a esto, el genoma de estos dos aislamientos fue secuenciado
y ensamblado para estudiar la evolución y las bases genómicas de resistencia a
metales  pesados,  identificando  bombas  de  eflujo,  ATPasas  tipo  P  y  enzimas
reductoras oxidantes.

En  cuanto  a  la  interacción  de  estas  dos  cepas  con  plantas  leguminosas,  se
transformaron  con  el  vector  pSEVA537R-pBBR1  que  lleva  una  proteína  roja
fluorescente y se llevaron acabo pruebas de nodulación con P. vulgaris en matraz,
para  visualizar  la  ubicación  de  la  bacteria  en  la  planta.  Actualmente,  se  está
evaluando la producción de promotores de crecimiento para conocer el papel que
desempeñan  las  bacterias  simbiontes  en  el  establecimiento  de  P.  vulgaris  en
condiciones de estrés.



ABSTRACT

The changes in the soil arrangement, together with the toxic effects of heavy
metals, represent a stressful condition in the establishment of the vegetation cover,
since,  due  to  these  inappropriate  characteristics,  a  negative  effect  on  the
physiology and an obstacle to germination and growth in plants caused mainly by a
biochemical imbalance and genetic damage. In the last decade, it has been shown
that symbiotic microorganisms allow the host plant to improve its growth under
conditions of heavy  metal stress. This phenomenon occurs by stimulating plant
growth indirectly through  the  induction  of  defense  mechanisms  against
phytopathogens  and /  or  directly  through  the  solubilization  of  mineral  nutrients
(nitrogen, phosphate, potassium) or the production of phytohormones that promote
growth  such as:  auxins  , gibberellins and ethylene. They can also change the
bioavailability of the metal in the soil through  various  mechanisms  such  as
acidification, precipitation, chelation,  complexation,  and redox reactions that can
alleviate the phytotoxicity of the metal and stimulate plant growth.

In this study, 111 endosymbiotic bacteria were isolated from two species of Acacia,
predominant in two mining tailings located in the mining area of the town of
Huautla, Morelos. From a qualitative test of resistance to heavy metals using the
disc inhibition technique. Isolates AF16 and AC44 were selected for their ability to
resist  heavy metals:  45 mM Pb, 207 mM Mn, 7200 uM Cd and 84 mM Zn,  in
addition to being multi-resistant to antibiotics. The two isolates were characterized
by phylogenetic methods based on multilocus sequence data revealing that the
strain  AF16 is grouped with  the genus  Microvirga sp.  and strain AC44 with the
species  Stenotrophomona  maltofila.  Based  on  this,  the  genome  of  these  two
isolates was sequenced and assembled to study the evolution and genomic bases
of  resistance  to  heavy  metals,  identifying  efflux  pumps,  P-type  ATPases  and
oxidative reducing enzymes.

Regarding the interaction of these two strains with leguminous plants, they  were
transformed with  the  vector  pSEVA537R-pBBR1 that  carries  a  red fluorescent
protein and nodulation tests were carried out with P. vulgaris in flask, to visualize
the  location  of  the  bacteria  in  the  plant.  Currently,  the  production  of  growth
promoters is being evaluated to understand the role of symbiotic bacteria in the
establishment of
P. vulgaris under stress conditions.



1.- INTRODUCCIÓN

El suelo, capa superficial de la corteza terrestre, constituye uno de los recursos

naturales más importantes, que desde el punto de vista edáfico, está formado por

la progresiva alteración física y química de la roca madre a lo largo del tiempo,

bajo condiciones climáticas y topográficas determinadas y sometido a la actividad

de organismos vivos (Ortiz-Bernad et al., 2007).

A lo largo de su evolución el suelo se va formando por componentes  orgánicos,

inorgánicos (arena, limo y partículas arcillosas), agua, gases y organismos vivos

(lombrices, insectos, algas, bacterias, hongos etc.) entre los que se produce  un

intercambio continuo de moléculas. Esta estructura le da al suelo un estado de

equilibrio que lo define como un elemento natural dinámico y vivo que constituye la

interfaz  entre  la  atmósfera,  la  litosfera,  la  biosfera  y  la  hidrosfera  además de

mantener su capacidad de productor biológico. Este equilibrio en el suelo puede

verse perturbado por diversas acciones, entre las que destaca la contaminación

por  actividades  antropogénicas  que  inducen  la  dispersión  de  herbicidas,

pesticidas,  hidrocarburos  y  metales  pesados  (MP)  (García  et  al.,  2002;  Ortiz-

Bernad et al., 2007; Galán y Romero, 2008).

Si bien, los suelos pueden tener un aporte natural de MP proveniente de la roca

madre (Ross 1994), el  contenido natural de los MP en los suelos puede verse

excedido a causa de la acelerada tasa de industrialización, derrames petroleros, la

agricultura intensiva y la minería. Estas cantidades anómalas causan cambios en

la estructura física, química y biológica del suelo como son: afectaciones a los

ciclos  biogeoquímicos,  compactación del  suelo,  escasa disponibilidad de agua,

bajo



contenido de materia orgánica, pH ácido y salinidad lo que da como resultado un

cambio en las comunidades microbianas y por ende una disminución en la

fertilidad del mismo (Pang et al., 2003; Galán y Romero, 2008).

Como  se  mencionó  anteriormente,  los  MP  son  contaminantes  ambientales

persistentes que causan una presión de selección (a largo plazo) en el microbioma

del  suelo.  Esto  da  como  resultado  la  adquisición  de  elementos  génicos  que

contrarrestan los efectos tóxicos de los MP y que asegura la adaptación de los

microorganismos en este entorno hostil (Seiler y Berendonk, 2012).

La resistencia a MP es el resultado de la intervención de múltiples mecanismos.

Algunos de estos mecanismos están ampliamente distribuidos y contribuyen en la

defensa elemental de la célula a diferentes elementos tóxicos, otros están muy

especializados y se encuentran sólo en algunas especies bacterianas, que sólo les

confiere la capacidad de resistencia a MP (Marrero-Coto et al., 2010).

Hay cuatro mecanismos generales que dan como resultado una resistencia a MP:

(1) la formación de complejos o el  secuestro de metales tóxicos reduciendo al

mínimo  las  concentraciones  libres  en  el  citoplasma.  Por  ejemplo,  el  operón

copABCD de Pseudomonas putida que codifica una serie de proteínas de unión y

captura del Cu+2 para su homeostasis, o la chaperona CopZ de Bacillus subtilis y

la metalotioneína  SmtA  dependiente de S-adenosilmetionina en  Escherichia coli,

que  son  captores  de  Cu+2  en  el  citoplasma  celular  (Yamanaka  et  al.,  1995;

Adaikkalam y Swarup, 2005); (2) la biosorción de MP tóxicos por las membranas

celulares, las paredes celulares y la sustancia polimérica extracelular (EPS) de las



biopelículas  (Seiler 7 Berendonk, 2012); (3) la transformación a un estado

menos tóxico, por



ejemplo la reducción del Hg (II) a su forma volátil y menos tóxica Hg (0) por la

enzima mercurio reductasa codificada por el gen merA (Ní Chadhain et al., 2006) o

la enzima cromato reductasa (yieF) que elimina la toxicidad del Cr (VI) al reducirlo

a Cr (III), disminuyendo su solubilidad (Liu et al., 2015) y (4) la exclusión de iones

tóxicos por los sistemas de flujo de salida como facilitadores de difusión de

cationes (CDF), ATPasas tipo P y los transportadores compuestos por miembros

de la familia de resistencia, nodulación, división celular (RND) (Marrero-Coto et al.,

2010).

Muchos de estos mecanismos de resistencia se encuentran en elementos génicos

móviles (por ejemplo plásmidos y transposones) que no sólo están conferidos para

dar resistencia a MP si no también a antibióticos (Seiler y Berendonk, 2012). Estos

mecanismos  se  pueden  acoplar  fisiológicamente  por  resistencia  cruzada  y

genéticamente por co-resistencia. La resistencia cruzada es el mecanismos  que

brinda toleracia a más de un agente tóxico como los antibióticos y MP (Chapman,

2003). Un ejemplo son las bombas de flujo que intervienen en la disminución de la

susceptibilidad hacia los antibióticos y los MP mediante la extrusión rápida de las

toxinas fuera de la célula (Martínez et al., 2009) y la co-resistencia que se define

como dos o más genes de resistencia vinculados genéticamente, lo que significa

que  los  genes  responsables  de  dos  o  más  resistencias  se  encuentran  en  un

mismo  elemento genético móvil (Chapman, 2003). Un ejemplo del acoplamiento

de elementos génicos que confieren co-resistencia son el gen tcrB de resistencia a

Cu+2  y el gen vanA de resistencia a glucopéptidos y macrólidos de Enterococcus

faecium aislado de animales de granja, en el que se detectó una resistencia



conjunta  al  Cu+2  y a antibióticos  (Hasman y  Aarestrup,  2002).  Por  lo  tanto,  la

contaminación



del suelo por MP puede ser un reservorio de bacterias patógenas multi-resistentes

(Seiler y Berendonk, 2012).

Interacción planta-microorganismos en suelos contaminados con MP

Los cambios en la disposición del suelo, aunado a los efectos tóxicos de los MP,

representan una condición estresante en el establecimiento de la cubierta vegetal,

ya que, debido a estas características inapropiadas, se ha observado un efecto

negativo en la fisiología y una obstaculización en la germinación y crecimiento en

la  planta causado principalmente por  un desajuste bioquímico y daño genético

(Pang et al., 2003; de Santiago-Martín et al., 2013).

En  la  última  década,  la  ecología  microbiana  ha  proporcionado  nuevos

conocimientos sobre la asociación simbiótica entre microorganismos (bacterias  y

hongos)  que  colonizan  la  rizosfera  (que  rodea  inmediatamente  a  la  raíz)  y  la

endosfera (compartimentos dentro de la raíz) y las plantas, así como, del papel

que  estos  microorganismos  juegan  en  el  establecimiento  de  las  plantas  por

diferentes  mecanismos, incluidos la fijación de nitrógeno, la movilización de

nutrientes (fósforo)  y  la  producción  de factores  de crecimiento.  Además de su

capacidad bioquímica y fisiológica para degradar o resistir contaminantes, pueden

estimular el crecimiento de plantas en suelos perturbados (de Santiago-Martín et

al., 2013; Kumar et al., 2015).

Recientemente, se ha demostrado que los microorganismos simbióticos permiten

a la planta hospedadora mejorar su crecimiento bajo condiciones de estrés por MP

(Visioli et al., 2015). Este fenómeno se da principalmente por una serie de

procesos



que desintoxican el tejido de la planta tales como: la salida de iones metálicos

fuera del citoplasma y la biotransformación de metales tóxicos a formas menos

tóxicas, o bien, pueden ayudar en la compartimentación de metales dentro de las

vacuolas  celulares  o  la  adsorción/desorción  de  metales,  especialmente  en  las

paredes celulares (Teng et al., 2015; Visioli et al., 2015).

En la última década se han aislado y caracterizado bacterias rizobiales simbióticas

o de vida libre con capacidad de resistir  altas concentraciones de MP y fungir

como promotores de crecimiento en plantas (Visioli et al., 2015).

Zribi et al., (2012) aislaron una colección de rizobios de nódulos de Medicago

sativa que presentaron tolerancia y actividad bioacumuladora de MP, además de

tener  el  potencial de nodular en condiciones de estrés. Estas muestras

provenientes de tres sitios mineros y un sitio agrícola ubicados al norte de Túnez,

que presentaban textura arcillo-limosa con niveles altos de elementos nutritivos

(fósforo y potasio) y materia orgánica para suelo agrícola y alto nivel de salinidad y

bajo contenido de materia orgánica en suelos mineros. A partir de estas muestras,

realizaron el análisis de la composición de metales pesados. Los suelos mineros

mostraron diferentes concentraciones de cadmio (Cd), plomo (Pb) y zinc (Zn) con

niveles por arriba de 26 mg kg -1, 2050 mg kg -1 y 4050 mg kg -1, respectivamente.

Los aislados de los nódulos de M. sativa fueron seleccionados de acuerdo a su

nivel  de tolerancia a MP. Las cepas S532 y S412 originarias de suelo minero

fueron capaces de crecer en presencia de 2.5 mM de Zn, 0.3 mM de Cd, 1 mM de

Cu y 2 mM de Pb, niveles de tolerancia superiores a los presentados por la

cepa S112



proveniente del suelo agrícola. Los tres aislados fueron identificados dentro del

género Sinorhizobium sp.

Posteriormente, probaron la actividad de bioacumular MP en las tres bacterias,

con  el  fin  de  comprender  mejor  el  mecanismo  de  tolerancia  a  metales,

presentando datos contrastantes para cada MP. La cepa S112 fue quien presentó

una  mayor  bioacumulación  total  de  Cd  y  Zn,  con  respecto  a  la  cepa  S532,

sugiriendo  la  posibilidad  de  que  ambas  cepas  estén  presentando  distintos

mecanismos de tolerancia y que la cepa S532 esté haciendo uso de mecanismos

de permeabilidad y/o exportación reducidos del metal.

En la prueba de nodulación, observaron un mejor crecimiento en plantas

inoculadas que en las no inoculadas, ambas expuestas a condiciones estresantes

con  MP.  No  obstante,  el  crecimiento  fue  aún  menor  en  comparación  con  las

plantas sembradas en suelo agrícola. Con base en estos resultados, los autores

concluyen que la tolerancia y la actividad de biosorción de MP en rizobios es un

factor importante en la eficacia simbiótica que ayuda a la planta hospedadora a

establecerse en suelos perturbados con MP. Además de que la caracterización de

rizobios con este potencial es de gran interés, ya que ayudan a la regeneración y

el enriquecimiento de suelos contaminados.

Posteriormente, Ghnaya  et al.,  (2015) evaluaron la utilidad de una de las  cepas

anteriormente  descritas,  identificada  como  Sinorhizobium  meliloti,  en  la

fitoextracción de Cd por M. sativa. Determinaron el efecto en plantas inoculadas y

no inoculadas expuestas a 50 mg/kg -1  y 100 mg/kg -1  de Cd. Observaron que en

ausencia de Cd, las plantas inoculadas exhibieron un mejor desarrollo que las



plantas no inoculadas. Con el suministro de Cd, se redujo significativamente el

crecimiento de la planta, este efecto fue proporcional a la concentración de Cd. La

exposición a Cd indujo síntomas de toxicidad (clorosis y necrosis). Estos síntomas

fueron más severos en las plantas no inoculadas (especialmente a 100 mg/kg) que

en las inoculadas. Sin embargo, sí se observó un aumento en la biomasa y una

mejor adquisición de nutrientes en plantas inoculadas.

La  nodulación  en  M.  sativa  inducida  por  S.  meliloti  mejoró  el  potencial  de la

fitoextracción de Cd en estas plantas.  En presencia de 50 mg/kg -1  de Cd (en el

suelo) las cantidades de Cd extraídas en los brotes fueron de 58 y 178 μg en

plantas no inoculadas e inoculadas, respectivamente. Los autores consideran que

el aumento en la absorción de metales por M. sativa inoculada podría ser inducido

por la mejora de la biodisponibilidad del metal en el suelo por parte de la bacteria.

Dado que la cepa seleccionada es tolerante a MP y mejora el  crecimiento de

plantas, la absorción de Cd y la translocación a los brotes de M. sativa, concluyen

que la asociación entre S. meliloti y M. sativa podría ser una herramienta eficiente

para la rehabilitación de suelos contaminados con Cd por medio de la

fitoextracción. Datos que concuerdan con lo anteriormente reportado por Zribi  et

al., 2012.

Los antecedentes descritos coinciden en que la acción sinérgica de cepas

rizobiales  mejoran  el  crecimiento  de  plantas  expuestas  a  MP,  además  de

potencializar  su  actividad en la fitorremediación, posicionando a estas bacterias

como un modelo de estudio excelente para entender cómo se da la interacción de

plantas con bacterias rizobiales en condiciones de estrés y el papel que estos



microorganismos juegan en el establecimiento de plantas en suelos contaminados,

ya sea de forma



independiente y en comunidad. Se sabe que los rizobios estimulan la

supervivencia  y  la  acción  de  otras  bacterias  con  capacidad  de  bioacumular  y

biotransformar  MP,  además  de  biodegradar  otros  contaminantes  orgánicos

presentes en el suelo, lo que hace más eficiente el crecimiento de plantas (Teng

et al., 2015; Ojuederie et al., 2017).

2. - ANTECEDENTES

En el laboratorio de Estudios Ecogenómicos (LEE), llevamos a cabo el aislamiento

de bacterias endosimbióticas de dos especies de  Acacia,  predominantes en dos

jales mineros localizados en la zona minera del poblado de Huautla, perteneciente

al  municipio  de  Tlaquiltenango,  al  sur  del  estado  de  Morelos  (18°25’24’’  N  y

99°01’44’’ O (Pérez-Martínez, 2017)).

A partir de nódulos de las dos especies de Acacias se aislaron un total de 111

cepas.  Realizamos  una  hibridación  tipo  southern  blot  del  gen  nifH  y  la

visualización del perfil plasmídico de las cepas por medio de geles tipo Eckhardt

(Hynes y McGregor,  1990).  De acuerdo a estas características así  como a su

capacidad de nodular y fijar nitrógeno con alguna de las dos especies de Acacia,

se seleccionaron cinco aislados que fueron identificados por el 16s rRNA (Tabla

1).



Tabla 1. Caracterización de bacterias de nódulos de A. cocliacantha y A. farnesiana

Cepa Planta
Número de

nifH
Prueba de Prueba de

Posteriormente, realizamos una prueba cualitativa de resistencia a metales 

pesados por medio de la técnica de inhibición por discos (Tabla 2).

Tabla 2. Concentración mínima inhibitoria a MP

Cepa
Concentración

En este  trabajo se concluyó  que las bacterias  aisladas de nódulos de plantas

expuestas a suelos contaminados presentaron un patrón diferente en la resistencia

a MP. Lo que las hace un excelente modelo de estudio para conocer los diferentes

mecanismos moleculares de resistencia a MP, además del papel que juegan las

bacterias simbiontes en el establecimiento de Acacia sp. en condiciones de estrés.



3.- HIPÓTESIS

Las bacterias Microvirga sp. AF16 y Stenotrophomonas sp. AC44 provenientes de

nódulos simbióticos, que presentan resistencia a metales pesados, pueden formar

asociaciones  benéficas  con  plantas  leguminosas  para  contribuir  en  procesos

biológicos que favorezcan su establecimiento en sitios perturbados con metales

pesados .

4.- OBJETIVO GENERAL

Caracterizar  a  nivel  genómico  y  molecular  las  cepas  Microvirga  sp.  AF16  y

Stenotrophomona sp. AC44 en la resistencia a metales pesados y los efectos que

producen al establecer relaciones simbióticas con plantas leguminosas.

5.- OBJETIVOS PARTICULARES

• Analizar la respuesta de las cepas Microvirga sp. AF16 y Stenotrophomona sp.

AC44 a presencia de metales pesados.

• Evaluar el efecto de Microvirga sp. AF16 y Stenotrophomona sp. AC44 en la

germinación de semillas de P.vulgaris en presencia de metales pesados.

• Determinar la capacidad de nodulación y fijación de nitrógeno de las cepas

Microvirga sp. AF16 y Stenotrophomona sp. AC44 con P.vulgaris en presencia

y ausencia de metales pesados.

• Proponer los genes candidatos implicados en la resistencia a metales pesados

en las cepas Microvirga sp. AF16 y Stenotrophomona sp. AC44.



• Proponer el papel ecológico de las cepas Microvirga sp. AF16

y Stenotrophomona sp. AC44 en asociación con P.vulgaris.



6.- ESTRATEGIA METODOLÓGICA
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7.- METODOLOGÍA

7.1- Secuenciación, ensamble y anotación de los genomas de Microvirga sp.

AF16 y Stenotrophomonas sp. AC44

A partir de un cultivo fresco de Microvirga sp AF16 y Stenotrophomonas sp AC44

en medio PY con antibiótico (fosfomicina cálcica 100 µg/mL) purificar el DNA total

con el kit  Bacteria DNA preparation  (Jena Bioscience). Evaluar la calidad de la

extracción  del  DNA  total  con  la  técnica  de  electroforesis  y  la  pureza  con  el

espectrofotómetro UV-Vis NanoDropTM 2000 (Thermo SCIENTIFIC).

Secuenciar con el dispositivo TrueSeq PCR-Free con la plataforma NexSeq500

con una corrida Paired-End (lecturas dobles o pareadas) con una longitud de 75

pares de bases. Ensamblar las lecturas de novo con el programa SPAdes 3.11.1

(Bankevich et al.,  2012) y Velvet (Zerbino, 2010)  con la finalidad de obtener  una

mejor calidad en el ensamblado y un menor número de contigs y scaffolds.

Realizar la anotación automática de forma jerárquica, primero anotar los rRNAs

con el programa RNAmmer 1.2, luego los tRNAs y tmRNAs con tRNAscan-SE v.

2.0 y los péptidos señal con el programa SignalP. Posteriormete anotar los marcos

de lectura abiertos (ORFs, Open Reading Frames) utilizando el  servidor RAST

(Rapid  Annotation using Subsystem Technology)  (Brettin  et al,.  2015).  Curar la

anotación manualmente utilizando las bases de datos: BLAST+, para la búsqueda

de genes en base de datos de proteínas, Pfam para para la búsqueda de familias

de proteínas basadas en UniProt Reference Proteomes y NCBI’s CDD.



7. 2.- Búsqueda de genes

A partir de la anotación automática identificar los genes de resistencia a

antibióticos, metales pesados, nodulación, fijación de nitrógeno y promotores de

crecimiento vegetal en los genomas de Microvirga sp AF16 y Stenotrophomonas

AC44 usando la información de los genomas de referencia. Refinar la búsqueda

usando las bases de datos CARD (McArthur et al., 2013), ResFinder (Zankari et

al., 2012), antiSMASH

(Medema  et  al.,  2014)  y  PlasmidFinder  (Carattoli  et  al.,  2014).  Analizar  las

secuencias con el programa BLASTN.

7.3.- Análisis del pangenoma

Bajar los genomas en formato fasta disponibles en refseq de la base de datos de

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) del género  Microvirga.  Filtrar el número de

genomas bajo los siguientes criterios: a) Hábitat de la cepa, b) Número de contig

menor a 300. Anotar los genomas con el programa Prokka, y utilizar el archivo de

salida GenBank (Apéndice II).

Utilizar get_homologues (Contreras-Moreira y Vinuesa, 2013) para calcular grupos

de  genes  ortólogos  de  las  secuencias  de  los  genomas  de  entrada.  Indicar  a

get_holologues computar  los  grupos de genes ortólogos bajos  tres  algoritmos:

bidirectional  best-hit  (BDBH),  Clusters  of  Orthologous  Groups—triangles

(COGtriangles)  y  OrthoMCL (Markov  Clustering  of  orthologs,  OMCL)  como se

describe en el manual (eead-csic-

compbio.github.io/get_homologues/manual/manual.html).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)


Para Microvirga usar los parámetros por default (75% de cobertura de alineación)

y  habilitar  la  exploración  de  dominios  usando  la  base  de  datos  de  PFAM.

Finalmente calcular el genoma core consenso y los clústeres del pan-genoma.

7.4.- Análisis filogenético

Calcular el genoma core con get_homologues. Lanzar los resultados al software

get  phylomarkers  para  evaluar  el  rendimiento  filogenético  con  dos  algoritmos:

FastTree (FT; v2.1.10) y IQ-TREE (IQT; v1.6.3) (Vinuesa et al., 2008; Guindon et

al., 2010).

7.5.- Prueba de cualitativa de susceptibilidad a antimicrobianos

Realizar  el  perfil  de  susceptibilidad  a  antibióticos  de  acuerdo  al  protocolo

propuesto por el National Commitee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS), con

modificaciones.

Inocular las cepas  Microvirga sp  AF16 y  Stenottophomonas sp  AC44 en placas

con  medio PY suplementadas con los antibióticos: Estreptomicina (100 µg/mL),

Gentamicina  (15  µg/mL),  Kanamicina  (30  µg/mL),  Ampicilina  (100  µg/mL),

Carbenicilina (20 µg/mL), Trimetoprim (50 µg/mL), Fosfomicina cálcica (150

µg/mL),  Ácido  nalidíxico  (10  µg/mL),  Cloranfenicol  (20  µg/mL),  Enrofloxacin  (5

ug/mL), Tetraciclina (10 µg/mL) y Sulfadoxin (250 µg/mL) e incubar a 37 ºC por 16-

24 hrs.  Utilizar la cepa  R. etli  NXC12 como control.  Al  término del  período de

incubación proceder al análisis del crecimiento bacteriano.



7.6.-Promotores de crecimiento

7.a) Solubilización de fosfatos

A partir de una asada de la cepa de interés inocular 5 mL de medio PY e incubar

por 12 h a 37°C. Ajustar el cultivo bacteriano a un densidad óptica (D.O
600

) de 0.2.

Posteriormente, inocular por triplicado en medio de cultivo NBRIP (apéndice 1) e

incubar a 30 ° C durante 3 días. Después de este período, medir el tamaño de los

halos alrededor de las colonias (Caballero-Mellado et al., 2007).

7.b) Producción de sideroforos

A partir de un cultivo fresco inocular placas de medio CAS-M9 (apéndice 1) e

incubar a 30 ° C durante 3 días. Los halos anaranjados formados alrededor de las

colonias son indicativos de la producción de sideróforos (Alexander et al., 1991).

7.c) Producción de celulosa

Determinar la producción de celulosa siguiendo el protocolo descrito por Robledo

et al. 2012.

Inocular una asada de la cepa de interés el 5 mL de medio PY e incubar por 12 h a

37°C. Ajustar el cultivo bacteriano a un densidad óptica (D.O
600

) de 0.5 e inocular

placas de agar nutriente (NA) suplementada con el colorante rojo congo. Incubar a

37°C por 3 días y finalmente evaluar el color de las colonias.



7.7.- Transformación de Stenotrophomonas sp.  AC44 y Microvirga sp. AF16

con el vector pSEVA537R-pBBR1

Fig 1.- Mapa del vector pSEVA537R-pBBR1

7.7.1.- Preparación de electrocompetentes y electrotranformación en

Stenotrophomonas sp. AC44.

A partir de un glicerol almacenado a -70 °C inocular 5 mL de medio PY con una

asada e incubar a 37 °C a 180 rpm por 18 h. Transferir 1.5 mL del cultivo a 2 tubos

de microcentrífuga y centrifugar a 13,200 rpm por 3 min. Trancurrido el tiempo,

desechar el sobrenadante y lavar las células 3 veces con 1 mL de Sacarosa a 300

mM. Finalmente resuspender las células en 100 µL de la misma solución. Mezclar

de 100-500 ng de DNA del vector de interés con 50 µl de las células. Transferir la

mezcla a una cubeta de electroporación y aplicar un pulso eléctrico de 1,800 V por



6 ms. Recuperar las células en 500 µL de medio SOC e incubar a 37 °C a 180 rpm

por 2 h. Finalmente, plaquear 100 µL en medio PY con tetraciclina al 25 y 50 

µg/mL.

7.7. 2.- Conjugación de Microvirga AF16 y E. coli S17 

Preparación de las células donadoras

Inocular con una asada de la cepa  E. coli  S17 que porta el vector pSEVA537R-

pBBR1 5 mL de medio LB con tetraciclina (15 µg/mL). Incubar a 37 °C con

agitación (180 rpm) por 18 h. Inocular 100 mL de medio LB sin antibiótico con 1

mL del cultivo  
e incubar a 37 °C con agitación a 180 rpm hasta que el cultivo

alcance una D.O
600  de 1.0. Posteriormente, centrifugar 3 mL del cultivo a 5,000

rpm por 3 min. Desechar el sobrenadante y lavar la pastilla celular 3 veces con

medio LB. Resuspender en 500 L del mismo medio.

Preparación de células receptoras

A partir  de  un  glicerol  almacenado  a  -70  °C  de  la  cepa  Microvirga  sp.  AF16

inocular 5 mL de medio PY con ampicilina (100 µg/mL) e incubar a 37 °C a 180

rpm por 18

h. Inocular con 1 mL del cultivo 100 mL de medio PY sin antibiotico e incubar a 37

°C a 180 rpm por 8 h o hasta que el cultivo alcance una D.O
600 

de 1.0. Centrifugar

3 mL del cultivo a 5,000 rpm por 3 min. Desechar el sobrenadante y lavar la

pastilla celular 3 veces con medio PY. Resuspender en 500 L del mismo medio.



Para llevar a cabo la conjugación, mezclar gentilmente 50 µL de células donadora

y 50 µl de células receptoras. Tomar todo el paquete celular y sembrar en medio

sólido PY sin antibiótico. Incubar a 37 °C por 18 h.



Levantar el tapete de células de la caja con 1 mL de medio líquido PY, mezclar en

vórtex y hacer diluciones seriales de 10-1 a 10-7 . Plaquear 100 µL de cada una de

las diluciones en cajas de medio PY con tetraciclina (50 µg/mL) y ampicilina (100

µg/mL) e incubar a 37 °C por 72 h.

7.8.- Extracción de DNA de plásmido

Inocular una asada de las células transformadas y de la cepa E. coli S17 en 5 mL

de medio PY con tetraciclina (15 ug/mL) incubar a 37 °C por 16 h. Realizar la

purificación del DNA de plásmido con el kit ZymoPURE plasmid miniprep como lo

describe el fabricante. Visualizar el DNA obtenido por electroforesis en geles  de

agarosa al 1 % (1gr agarosa, 100 ml de buffer TAE 1X y 5 µl  de bromuro de

etidio). 7.9.- Desinfección de semillas de P. vulgaris

Realizar la esterilización de la parte superficial de las semillas siguiendo el

protocolo propuesto por Talbi (2011) con algunas modificaciones:

1. Sumergir las semillas en etanol al 96% (v/v) durante 30 segundos.

2. Lavar con abundante agua estéril y adicionar hipoclorito de sodio al 6% 

durante 15 minutos. Desechar el hipoclorito de sodio.

3. Lavar abundantemente con agua destilada estéril.



a) Germinación de semillas

1. Colocar las semillas en placas Petri con agar-agua al 1 %.

2. Incubar en la oscuridad a 30°C por 60 hrs o hasta que las radículas 

presenten una longitud aproximada de 1-2 cm.

Una vez que la radícula alcanzó la longitud deseada, sembrar en vermiculita y 

cultivar en condiciones controladas (ver más adelante).

7.10.- Prueba de nodulación en P. vulgaris

Efectuar la prueba de infectividad en Phaseolus vulgaris utilizando como control 

positivo la cepa Rhizobium etli NXC12 (Santamarina, et al., 2017).

7.10.1 .- Prueba de nodulación en matraz

Colocar las plántulas de P. vulgaris (previamente desinfectadas y germinadas

como se describió anteriormente) en matraces de 250 mL con 200 mL de medio

sólido Fahreus (ver apéndice 1).

10.1.a)Inoculación de plantas

1. Inocular las bacterias de interés en 50 mL de medio PY liquído (con
 

antibiótico) por 12 hrs a 37 °C. Posteriormente, ajustar a una D.O
600 

de 0.2.

2.
Centrifugar las células a 10,000 g por 5 min y resuspender en MgSO

4 
10 mM.

3. Inocular cada semilla colocada en los matraces con 1 mL de cultivo 

(aproximadamente 105 células/mL) en condiciones de esterilidad.



Trasladar los matraces a un cuarto de crecimiento con fotoperiodo de 12 h luz 12 h

oscuridad a 27-29 °C durante 21 días. Revisar las plántulas cada 5 días, para

evaluar el proceso de nodulación.

7.10.2.- Prueba de nodulación en maceta

Inocular las bacterias de interés en medio PY sólido por 24 hrs a 37 °C o hasta

obtener una suspensión bacteriana de 108 células por mL. Estimar la cantidad de

células calculando el número de UFCs.

Inocular  cada  semilla  germinada  con  1  mL  (aproximadamente  108  células/mL)

colocadas en macetas con vermiculita estéril en condiciones de esterilidad (como

se mencionó anteriormente). Trasladar las macetas a  una cámara de ambiente

controlado (14/10 h ciclo luz / oscuridad, 22/16 °C, flujo de fotón fotosintético 400

µmol m −2  s -1 y humedad relativa del 60 al 70%) y regar alternativamente con una

solución nutritiva de nitrógeno libre (  Fahraeus, 1957 ) y agua. Verificar la

formación de nódulos después de 21 días.

Evaluar los siguientes parámetros:

a) Peso seco en plantas y nódulos

Secar las plántulas con nódulos en una incubadora a 60 °C por 48 h y determinar

el peso seco en una balanza (Brouat y Crouzet, 1965).

b) Actividad de la Nitrogenasa

Determinar la actividad de la nitrogenasa mediante un ensayo de reducción de

acetileno (ARA) en raíces noduladas según lo descrito por Hardy et al (1968 ).



Colocar en frascos de 100 mL cuatro raíces con nódulos y tapar con tapón de

goma. Inyectar 1 mL de acetileno. Incubar por una hora a temperatura ambiente y

realizar la cuantificación de etileno empleando un cromatógrafo de gases con un

detector  de ionización de flama (columna Porapak R: largo 1.8 m, diámetro 3.2

mm; arrastre 
de N

2 
gas con un nivel de flujo de 36 mL/min; temperatura del horno:

80 °C). Con 
una jeringa tomar alícuotas de 0.5 mL del gas del interior del frasco e

inyectar al cromatógrafo cada 10 min.

7.11.- Esterilización de nódulos y aislamiento de los endosimbiontes

Posterior al cultivo, sacar las plantas y lavar las raíces con agua estéril. Recolectar

los nódulos e incubar en etanol al 70 % durante 1 min, enjuagar con agua estéril y

sumergir en hipoclorito de sodio al 5 % durante 5 min. Volver a lavar al menos 6

veces con abundante agua estéril (Villalobos-Lòpez, comunicación personal). Para

asegurar que la esterilización es efectiva, tomar un nódulo con una pinza estéril y

rodarlo en una caja Petri con medio PY sólido.

Triturar los nódulos con una varilla de vidrio y añadir una gota de agua estéril.

Tomar  asadas del nódulo machacado y estriar en cajas Petri con medio PY sin

antibiótico e incubar a una temperatura de 37 °C. Observar el crecimiento de las

colonias después de 24-48 horas.

7.12.- Identificación de las cepas aisladas de nódulos

Extraer  el  DNA de  los  aislados  con  el  kit  Bacteria  DNA preparation  de  Jena

Bioscience (como lo describe el fabricante) y amplificar del fragmento del gen 16S

rRNA, mediante PCR. Preparar la reacción de PCR en un volumen total de 25 µL:



2.5 µL de MgCl
2
, 2.5 µL de Buffer 10X, 1 µL de dNTPs a una concentración 0.5

mM
 de cada uno, 1.5 µL de oligonucleótidos específicos, 0.5 µL de DNA genómico

(30 ng aproximadamente ), 0.25 µL de Taq DNA Polymerasa (unidades) y 7 µL de

agua inyectable. La amplificación se lleva a cabo con un régimen de ciclos que

consisten en una desnaturalización inicial de 3 min a 94 °C, 35 ciclos de 40 seg de

desnaturalización a 94 °C, un alineamiento a 58 °C durante 1 min, seguida de una

extensión a 72 °C durante 1 min 30 seg, y finalmente, una extensión a 72 °C por

10 min.

El fragmento 16S rRNA obtenido se analiza por electroforesis en geles de agarosa

al 1 % (1gr agarosa, 100 mL de buffer TAE 1X y 5 µl bromuro de etidio). Purificar

del gel el producto obtenido, con el kit comercial QIAquick Gel Extraction

(QIAGEN). Secuenciar la Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA (USSDNA)

del Instituto de Biotecnología de la UNAM.

7.13.- Determinación de la concentración mínima inhibitoria a MP

Cultivar las bacterias de interés durante 12 hrs a 37°C en 50 mL de medio mínimo

con niveles bajos de fosfato (para evitar la precipitación de los metales) y con

concentraciones ascendentes ZnSO
4
, Pb (NO

3
)
2
, MnSO

4 
y Cd

2
SO

4
. A partir de ese

cultivo realizar diluciones seriadas. Tomar 10 µL y extender sobre placas Petri con

medio PY sólido e incubar a 37°C por 12 h y determinar las unidades formadoras

de colonia (UFCs) de cada cultivo.



8.- RESULTADOS

8.1.- Stenotrophomonas AC44

La cepa AC44 fue aislada de nódulos de  Acacia cochliacantha, una especie de

leguminosa que predomina en los jales mineros de Huautla, Morelos. Debido a su

capacidad de resistencia a metales pesados y a su potencial como promotora de

crecimiento vegetal en suelos contaminados se decidió hacer el análisis del

genoma completo de la cepa AC44. El genoma fue secuenciado con el dispositivo

TrueSeq PCR-Free de la plataforma NexSeq500 mediante una corrida Paired-End

y ensamblado de novo con el programa SPAdes 3.11.1.

El ensamblado final del genoma de la cepa AC44 fue de 47 contigs y consiste de

un cromosoma de 4,704,177 pb con un contenido de G+C promedio de 66.4% que

cae dentro del contenido de G+C que representa al género Stenotrophomonas sp.

(Patil  et  al.,  2016).  No  se  observó  la  presencia  de  plásmidos.  Figura  2.  La

anotación fue realizada con el servidor RAST y manualmente curada usando los

programas  y  bases  de  datos  anteriormente  mencionados.  Las  principales

características del ensamble del genomas de la cepa AC44 se presentan en la

Tabla 5.

Tabla 5. Características del genoma de la cepa AC44

Replicón Tamaño
No. de
contigs

GC% N50 L50 CDSs RNAt

Cromosoma 4,704,177 47 66.4 837,753 pb 2 4,415 66



Fig 2.- Perfil de plásmidos en geles tipo Eckhardt. Carriles: (1) R.etli CE3, (2) S. meliloti 1021, (3)
R. tropici CIAT899 y (4) Stenotrophomonas sp. AC44

La secuencia  completa  del  gen 16S rRNa de las  cepa AC44 mostró  una  alta

identidad con especies del género Stenotrophomonas sp., por lo tanto, se realizó

la inferencia filogenética de dicha cepa con el criterio de máxima verosimilitud en

PhyML3 ( Guiondon et al., 2010), utilizando las secuencias del marcador molecular

16S rRNA del género Stenotrophomonas sp., encontradas en las bases de datos

de NCBI. El árbol filogenético muestra que la cepa AC44 efectivamente se agrupa

con  el  género  Stenotrophomonas  sp.  específicamente  con  la  especie

Stenotrophomonas maltophilia (Figura 3).



Fig 3.-Inferencia filogenética de la cepa AC44 basada en la secuencia del gen 16S rRNA. La
historia evolutiva se infirió utilizando el método máxima verosimilitud. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método JC con 0,03 sustituciones por posición de nucleótido.

Teniendo en cuenta la baja tasa de evolución del gen 16S rRNA y la poca

resolución a nivel de infraespecie (Vinuesa et al., 2018), se realizó una inferencia

filogenética usando otros marcadores, de forma concatenada, ya reportados en el

estudio de la taxonomía de la especie Stentrophomonas.

Se eligieron tres genes para inferir la estructura filogenética de Stenotrophomonas:

recA (esencial  para la reparación y el  mantenimiento del DNA en respuesta al

sistema S.O.S), atpD (codifica para la subunidad B ATP sintasa) y gapA (codifica

para la enzima gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa) (Cerezer et al., 2014). Las

secuencias concatenadas se alinearon y se construyó el árbol por el criterio de

máxima verosimilitud (Figura 4). El filograma indica que la cepa AC44 se agrupa



con especies de habitat y estilo de vida variado, que en su mayoría son patógenos

de  humanos,  por  ejemplo:  Stenotrophomonas  maltophilia  R551-3  bacteria

simbionte de raíz (Niu et al. 2017), S. maltophilia ISMMS2 cepa multi-resistente a

antibióticos aislado de una paciente con Meningitis bacteriémica (Park et al.,

2015),

S. maltophilia  K279a aislada de pacientes con fibrosis quística (Crossman et al.,

2008) y S. maltophilia Ab55555 aislada de un paciente infectado de G. intestinalis

(Sassera et al., 2013). Sin embargo, debido a la estrecha relación que existe entre

las cepas de esta especie se pretende realizar la reconstrucción filogenética con

genes ortólogos, o con la matriz del pangenoma (Vinuesa et al., 2018).

Fig 4.- Inferencia filogenética de la cepa AC44 basada en secuencias concatenadas. La historia
evolutiva se infirió utilizando el método máxima verosimilitud. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método JC con 0,04 sustituciones por posición de nucleótido.



8.2.- Microvirga AF16

El  ensamblado  final  de  la  cepa  AF16  presentó  las  siguientes  características:

fueron secuenciados alrededor de 9,630,811 pb representados en un ensamble

final de 146 contigs, con un contenido de G+C de 61.30%, una N50 de 364,821 pb

pb el contig mas largo fue de 944,906 pb. La anotación de genes fue realizada con

el  servidor  RAST Un total  de  10,659 genes fueron anotados,  la  anotación  fue

manualmente curada usando los programas y bases de datos antes mencionadas

(Tabla 6).

Tabla 6. Características del genoma de la cepa AF16

Replicón Tamaño
No. de
contigs

GC% N50 L50 CDSs RNAt

Cromosoma
9,631,911

pb
142 61.30 364,821 pb 9 10,659 67



Fig 5.- Perfil plásmidico de la cepa AF16 obtenido por el procedimiento Eckhardt (1978). Carriles:
1) R.etli CE3, 2) S. meliloti 1021, 3) R.tropici CIAT899 y 6) Microvirga AF16

Como  primer  acercamiento  en  la  identificación  bacteriana  se  utilizaron  las

secuencias de los genes 16S rRNA de todas las cepas del género Microvirga sp.

(incluida la cepa de interés) encontradas en la base de datos de NCBI, éstas se

alinearon usando el programa MUSCLE. La inferencia filogenética se realizó bajo

el  criterio de máxima verosimilitud en PhyML3 ( Guiondon  et al.,  2010) con un

Bootstrap de 1,000 replicas. La topología de los arboles filogenéticos se muestran

en la Figura 6.



Fig 6.- Árbol filogenético de la cepa AF16 basada en la secuencia del gen 16S rRNA. La historia
evolutiva se infirió utilizando el método máxima verosimilitud. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método JC con 0.08 sustituciones por posición de nucleótido.

Para analizar con mayor profundida la relación filogenética de la cepa AF16, se

realizaron árboles filogenéticos basados en genes housekeeping concatenados:

rpoB  (codifica  para  la  subunidad  β  de  la  ARN  polimerasa),  parE  (DNA

topoisomerasa subunidad B ), dnaK (codifica para una chaperona implicada en el

choque térmico), recA (esencial para la reparación y el mantenimiento del DNA en

respuesta  al  sistema  S.O.S)  (Arshia-Amin  et  al.,  2016;  Vera-Safronova  et  al.,

2016) bajo el criterio de máxima verosimilitud en PhyML3 ( Guiondon et al., 2010)



con un Bootstrap de 1,000 replicas. Los resultados mostraron que, efectivamente

la cepa



AF16 se agrupa con cepas del género Microvirga sp. específicamente con las

cepas  de Microvirga lupini Lut6, Microvirga sp CCBAU-65841 y Microvirga

lotononidis. Las  cepas  M.  lotononidis  y  M.  lupini  Lut6  son  cepas  aisladas  de

nódulos  de  Listia  angolensis  y  Lupinus  texensis  respectivamente,  ambas  con

capacidad de nodular y fijar nitrógeno ( Andam y Parker, 2007; Ardley et al., 2012).

En  el  caso  de  la  cepa  Microvirga sp CCBAU-65841 es un aislado de suelos

expuestos a un ambiente árido y que presentan cierta concentración de metales

pesados.  Esta  cepa  tiene  capacidad de fijar  carbono y  nitrógeno en vida  libre

(Bailey et al., 2014).

Fig 7.-  Inferencia filogenética de la cepa AF16 basada en la secuencia concatenada de genes
housekeeping.  La  historia  evolutiva  se  infirió  utilizando  el  método  máxima  verosimilitud.  Las
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método JC con 0,04 sustituciones por posición de
nucleótido.



8.3.- Búsqueda de genes de resistencia a antibióticos y a metales pesados

Se  realizó  el  análisis  in  silico  de  los  genomas  de  Microvirga  sp.  AF16  y

Stenotrophomonas  sp.  AC44  (previamente  ensamblados)  para  identificar  los

genes  implicados en la resistencia a antibióticos y metales pesados,  así  como

genes relacionados con la promoción del crecimiento vegetal, nodulación y fijación

de nitrógeno. A partir de la anotación de los genomas realizado por RAST, se

buscaron los genes de interés por palabra clave. Este análisis se detalló haciendo

una búsqueda a  partir  de secuencias con el  uso de plataformas en línea que

ofrecen datos de referencia como NCBI, UniProt y Pfam. Finalmente, se utilizaron

los servidores en línea CARD, ResFinder y AntiSMASH. El porcentaje de identidad

de  todas las secuencias de aminoácidos encontradas se analizó usando la

herramienta BLAST. Los genes rastreados en los genomas se resumen en las

Tablas 7, 8, 9, 10.

El análisis de los genes implicados en la resistencia a antibióticos y a metales

pesados indica que las cepas AC44 y AF16 comparten genes implicados en la

formación de bombas de eflujo. Se identificaron bombas de eflujo pertenecientes a

la familia MATE (Multidrug And Toxic compount Extrusión),  familia SMR (Small

Multidrug Resistance) y familia MFS (Major Facilitator Superfamily), así como las

bombas tripartitas de la familia RND (Resistance Nodulation and cell Division) y

EMrAB- TolC.

Si bien, este análisis nos ha dado indicios de los posibles mecanismos

compartidos y únicos de las cepas Stenotrophomonas sp. AC44 y Microvirga sp.

AF16 implicados  en  la  resistencia  a  antibióticos  y  metales  pesados,  aún  falta

detallar la búsqueda.



Tabla 7. Genes implicados en la resistencia a antibióticos en presentes en el genoma de
Stenotrophomonas AC44

Gen % de I.D Locus Descripción Resistencia
smeD 97.97 -
smeA 99.58 -
smeC 99.75 -

Bomba de
Tetraciclina;Fluoroquin

smeR 97.38
-

eflujo/Resistencia
olona;Fenicoles;

smeB 99.81
-

Nodulación y división
aminoglucosidos;

smeS 99.79 -
celular

cefalosporina;cefamici

smeF 98.26 - na; Macrolidos
smeE 99.04 -
adeF 60.06 -

Aminoglucósido-
aph(3´)-lic 97.91% fosfotransferasa Aminoglucosidos

Beta-
98% -

lactamasa A

sugE
100% 633782.. 634099

Hidrolasas que
utilizan serina

Familia de resistencia
pequeña a
multifármacos  (SMR,
small multidrug
resistance)
(SMR)/  compuestos
de amonio
cuaternario

Penicilinas y las
cefalosporinas

Estreptomicina y
Sulfonamidas

bcr
100%

Superfamilia  del
facilitador  mayor
(MFS

Bicyclomycin

membrana/RND



Tabla 8. Genes implicados en la resistencia a metales pesados en Stenotrophomonas AC44

Gen % de I.D Locus Descripción Resistencia

ctpA
99%

ATPasa tipo P1B de translocación de

cobre
czcA

99% -
Bomba de

Cobre

cutA 100%

cutC 93% 561701…562432

corA 96% 1290411…1289389

97% 565965…568466

sul1 89% 780304…778496

zupT 88% -

74% -

intracelular de cationes divalentes 

proteína homeostática del cobre

proteína transmembrana
transportadora de magnesio / cobalto

ATPasa transportadora de metales 
pesados tipo P

multicobre oxidasa 

transportador de zinc 

transportador transmembrana de
arsenito

Cobre

Magnesio
/Cobalto

Cobre

Zinc

arsH 95% - metil arsenito oxidasa
Reduce el arseniato [As (V)] al

arsenito [As (III)] utilizando glutatión
y

Arsenico

arsC 90% - glutaredoxina como fuentes de
equivalentes reductores



Tabla 9. Genes implicados en la resistencia a antibióticos en Microvirga AF16

Gen % I.D Locus Descripción Resistencia

Bomba de

adeF 69.93% -

MATE 78% 83988…815598

bcr/cflA 95% -

ampC 76% -

eflujo/Resistencia 
nodulación y división 
celular
proteínas de  extrusión
de compuestos tóxicos
y  múltiples  fármacos
(MATE)
Bomba de eflujo/
Superfamilia de
Facilitadores 
Principales (MFS 
serina hidrolasas
pertenecientes a la
familia de peptidasas

Tetraciclina/ 
Fluoroquinolona

-

-

Penicilinas /
Cefalosporinas

sunT 89% -

transportador ABC que
contiene el dominio de
la  peptidasa  exporta
bacteriocina

Cloranfenicol/
ofloxacina



Tabla 10. Genes implicados en la resistencia a metales pesados en Microvirga AF16

Gen % I.D Locus Descripción Resistencia

ATPasas de tipo P que
copA 91% -

Sulf1 97% -

transportan cobre

Oxidasa multicobre con tres 
dominios de cupredoxina

Cobre

arsC 86% -
Arsenato reductasa

Arsenico

proteína de membrana integral
merT 77% - de transporte mercúrico

merP 79% -
proteína de unión al mercurio 
periplasmático

Mercurio

merA 90% - Mercurio reductasa

cbtA 81% -
Proteina transportadora de

cobalto
permeasa del transportador

Cobalto

fbpB 84% - ABC de hierro Hierro

zupT 89% -
Transportador de zinc

Zinc

copC 57% -
Proteína de unión al cobre

Cobre

proteína de salida de níquel /
rcnA 64% - cobalto Niquel/Cobalto

zunB 87% -

Sistema de transporte ABC tipo
Mn2 + / Zn2 +, componente de
permeasa

Sistema de transporte ABC tipo
Mn2  +  /  Zn2  +,  componente
ATPasa

Magnesio/
Zinc

Sistema de captación de Zn de
tipo ABC Zinc

transportador de cationes de la
familia  del  facilitador  de
difusión de cationes (CDF)

bomba  de  eflujo  de  metales
pesados  dirigida  por  protones
específica para Zn (II)

Zn, Cd, Ni, 
Co, Mn y Cu



8.4.- Análisis del pan-genoma del género Microvirga sp.

Con el objetivo de entender las variaciones genómicas y su conexión con el

fenotipo  y  estilo  de  vida  del  género  Microvirga  sp.,  se  realizó  genómica

comparativa a gran escala (pan-genóma) con todos los genomas publicados del

género (hasta el momento) y se anexo el genoma ensamblado de la cepa AF16.

Los  archivos  en  formato  genbank  fueron  procesados  con  el  software

get_homologues, al  cual  se  le  indico que computara todos los genes ortólogos

utilizando  tres  algoritmos:  BDBH,  COG  y  OrthoMCL  con  una  cobertura  de

alineación del 80%, como lo describe el manual en línea (Apéndice II).

Como resultado,  los tres  algoritmos predijeron 1,072 genes que pertenecen al

genoma  núcleo  del  género,  ya  que,  contiene  las  secuencias  de  copia  única

compartidas por todos los genomas de entrada, los cuales codifican proteínas de

mantenimiento central de una célula, como: la traducción, replicación, reparación y

biogénesis de la pared celular, entre otras.

El trabajo pionero del análisis de pangenomas Tettelin et al. (2005) reveló que los

genomas bacterianos son contenedores dinámicos que albergan genes esenciales

y también elementos accesorios, que pueden ser únicos para cada comunidad y

que la cantidad de genes compartidos y específicos dependen del número de

cepas que se tomen en cuenta.

Por lo tanto, para estimar el número de genes presentes en cada cepa de

Microvirga  sp.  (genoma  del  núcleo),  se  extrapolaron  el  número  de  genes

compartidos encontrados por los tres algoritmos (BDBH, COG y OrthoMCL) y se

ajustó con las funciones propuestas por Willenbrock et al. (2007) y Tettelin  et al.

(2005).



Fig 9.- (A).Diagrama de Venn de los genomas centrales generados por los logaritmos BDBH, COG
y OMCL. (B) Estimación del tamaño del genoma del núcleo con los ajustes de Tettelin (azul) y
Willenbrock (rojo)

En la Figura 9 (B) se observa una disminución en el número de genes compartidos

con  la  adición  de  nuevas  secuencias  y  las  funciones  ajustadas  convergen  en

1,558 y 1,460 genes cuando se utilizaron los ajustes de Willenbrock et al. (2007) y

Tettelin  et al. (2005), respectivamente. Lo que indica que el tamaño del genoma

núcleo  permanecerá  relativamente  constante,  incluso  cuando  se  anexen  más

genomas al analisis.

Para determinar el repertorio genético global (pan-genoma), se estimó el número

de  nuevos  genes  agregados  por  cada  secuencia  genómica  predichos  por  los

algoritmos OMCL y  COG (40,666 genes)  y  se  ajustó  con una exponencial  en

descomposición (Tettelin et al., 2005; Contreras-Moreira y Vinuesa, 2013). La

Figura 10 (B) converge a un crecimiento lineal lo que sugiere que el pan-genoma

de  Microvirga  sp.  está  abierto  y  que  su  tamaño  aumenta  con  el  número  de

genomas  secuenciados  (Tettelin  et  al.,  2008).  Además  los  modelos  de



get_homologues indicaron un pangenoma muy extendido, con un núcleo pequeño

y un componente



accesorio considerablemente alto (Figura 10(C)). Por lo tanto, la alta diversidad

pangenomica  nos  indica  que  las  especies  del  genero  Microvirga  tienen  altas

capacidades sustanciales para adaptarse a diversos entornos.

Fig 10.- (A) Análisis de Venn de pangenomas generados por COG y OMCL. (B) Estimación del
tamaño del pangenoma con el ajuste de Tettelin et al., 2005. (C) Partición de la matriz

pangenómica de OMCL en compartimentos de core, soft core, shell y cloud.

Una limitación de las filogenias del genoma central es que se estiman a partir de la

pequeña fracción de genes de copia única que comparten todos los organismos

en  estudio.  Los  genes  que  codifican  rasgos  adaptativos  relevantes  para  la

diferenciación  de  nicho  y  los  sucesivos  eventos  de  especiación  típicamente

muestran una distribución específica de linaje. Por lo tanto, para determinar si la

variabilidad en los genes accesorios corresponde a la divergencia filogenética de

los clados de Microvirga sp., se generó una matriz pangenomica de presencia o

ausencia de genes, para calcular el árbol de maxima verosimilitud pangenómico

que  se muestra en Figura 11. Dicha filogenia refleja mejor las afinidades

genéticas de



las  especies  de  Microvirga  sp.  en  función  de  su  composición  (presencia  o

ausencia de genes homólogos) y,  por lo tanto, su potencial  fenotípico que, las

filogenias  de  especies  convencionales  estimadas  a  partir  de  alineaciones

concatenadas de genes del genoma central o productos genéticos. La inferencia

filogenética  indica  que  la  cepa  AF16  se  agrupa  con  las  especies  Microvirga

ossetica  V5/3M,  Microvirga  lotononidis  WSM3557,  Microvirga  lupini  Lut6  y

Microvirga sp. CCBAU 65841 las cuales presentan estilos de vida simbióticos, ya

que, son bacterias asociadas a Vicia alpestris, Listia angolensis, Lupinus texensis

y Lupinus micranthus, respectivamente (Reeve et al., 2013; Msaddak Abdelhakim

et al., 2017; Safronova V.  et al., 2017). Para fines de comparación, también se

calculó un árbol de máxima verosimilitud a partir de alineamientos concatenados

de  725  genes  centrales  ortólogos  con  mejor  puntuación  seleccionados  por

get_phylomarkers.  Esta  es  una  filogenia  altamente  resuelta.  Todas  las

biparticiones tienen una probabilidad posterior a p ≥ 0.77. En ambas filogenias, las

especies aparecen como entidades monofiléticas y la cepa AF16 se agrupa con la

especie  M.lupini  Lut6.  Sin embargo, la comparación de las relaciones entre las

especies en las dos filogenias revela algunas diferencias.



Fig 11.- Arbol de máxima verosimilitud de la matriz pangenómica de consenso COG y OMCL

Fig 12.- Árbol de máxima verosimilitud a partir de alineamientos concatenados de genes centrales
ortólogos



El objetivo final de cualquier estudio geno-taxonómico es identificar grupos

similares  a  especies.  Deben  consistir  en  grupos  monofiléticos  identificados  en

árboles genómicos que muestren valores promedio de identidad genómica (gANI)>

94%,  basados en un valor de corte ampliamente aceptado ( Rosselló-Móra y

Amann, 2015

).

Tabla 11. Cálculos de identidad de nucleótidos promedio (ANI) basada en BLAST + (ANIb) y
MUMmer (ANIm) entre genomas del género Microvirga sp.

Consulta Genoma de referencia ANIb > 95%
ANIm > 95

%
DDH >= 70%

M._AF16 M._aerophila_strain_DSM-21344 77.87 84.99 23.1

M._AF16 M._aerophila_strain_NBRC-106136 77.58 85.13 23.4

M._AF16 M._floculans_strain_ATCC_BAA-817 82.18 85.92 26.9

M._AF16 M._guangxiensis_strain_CGMC 78.59 85.17 24.1

M._AF16 M._lotononidis_strain_WSM3557 83.09 86.96 29.7

M._AF16 M._lupini_strain_Lut6 84.55 88.35 33

M._AF16 M._massiliensis 72.5 83.72 20.8

M._AF16 M._massiliensis_strain_JC119 72.31 83.71 20.8

M._AF16 M._ossetica_strain_V5-3M 82.26 87.04 29.3

M._AF16 M._pakistanensis_strain_NCCP-1258 79.14 85.26 24.2

M._AF16 M._strain_17-mud_1-3 77.07 84.7 22.2

M._AF16 M._strain_BSC39 81.38 85.87 26.6

M._AF16 M._strain_c27j1 76.21 84.71 22

M._AF16 M._strain_CCBAU-65841 83.65 87.19 30.1

M._AF16 M._strain_KLBC-81 79.71 85.78 25.3

M._AF16 M._subterranea_strain_DSM-14364 78.14 85 23.4

M._AF16 M._vignae_strain_BR3299 79.48 85.46 24.8

M._AF16 M._strain_CDVBN77 74.26 83.92 21

Para descubrir los grupos genómicos dentro de los clados de  Microvirga sp., se

realizaron comparaciones genómicas completas utilizando cálculos de identidad

de nucleótidos promedio (ANI)  basada en BLAST + (ANIb)  y MUMmer (ANIm)

(Tabla 11). Las comparaciones de los resultados de ANIm con respecto a ANIb

fueron



similares utilizando el mismo conjunto de genomas. Revelaron un amplio rango de

variación  de  nucleótidos  entre  los  19  genomas,  con  pocos  grupos genómicos

estrechamente  relacionados  definidos por  los  siguientes  criterios:  ANIm> 96%,

G 
cov 

> 90%; También había muchos genomas individuales separados por ANIm

<96%.

Finalmente,  para  buscar  grupos  de  especies  dentro  del  complejo

taxonómicamente problemático de  Microvirga sp. Nuestras filogenias centrales y

pangenómicas identificaron consistentemente clados de especies potenciales que

agrupaban exactamente con las mismas cepas. Además, realizamos un análisis

de  grupos  de  valores  de  ANI  del  genoma  central  calculados  a  partir  de  las

alineaciones BLASTN por  pares (cgANIb) utilizadas para definir  los grupos del

genoma  central  de  OMCL  para  los  19  genomas  Microvirga  sp.  que  fueron

reprentados en un mapa de calor (Figura 13 )

Fig.-13.Mapa de calor derivado de una matriz de Identidad de Nucleótido Promedio (ANI) calculada
con get_homologues.pl.

Los valores de ANI entre la secuencia del genoma de M. AF16 con M. lupini Lut6,

M. ossetica V5/3M, M. lotononidis WSM3557, y M. CCBAU 65841 fueron de 88.97,



87.42, 87.61 y 87.62% respectivamente. Teniendo en cuenta el valor umbral de

ANI recomendado para la delimitación de especies es >94% ( Rosselló-Móra y

Amann, 2015) estas comparaciones respaldan claramente la clasificación de la

cepa AF16 como una nueva especie del género Microvirga .

La matriz cgANIb resultante se convirtió en una matriz de distancia (cgANDb = 100%

–cgANIb) y se agrupó con la ayuda del script plot_matrix_heatmap.sh del paquete

get_homologues. La Figura 14 muestra el cladograma resultante, que resuelve 8

grupos dentro del género con un valor de corte conservador de cgANDb del 5%

(cgANIb = 95%). A este nivel de distancia, la cepa AF16 cae dentro del grupo de

las especies asociadas a plantas. En resumen, el rango de números razonables de

grupos propuestos por el estadístico ASW (  k = 13 to  k = 19) corresponde a los

valores de cgANDb en el rango de 5.7–4.5% (rango de cgANIb: 94.3–95.5%), que

encaja bien con el nuevo estándar de oro para la delimitación de especies (gANI>

94%), establecido en obras influyentes (Konstantinidis y Tiedje, 2005 ;Richter y

Rosselló-Móra, 2009).



Fig.-14. Aplicación de un enfoque de aprendizaje no supervisado a la matriz de distancia cgANIb
para identificar grupos similares a especies estadísticamente consistentes. La matriz cgANIb se

convirtió en una matriz de distancia (cgANDb) y se agrupó utilizando el algoritmo Ward.D2.

8.5.- Ensayo de susceptibilidad a antimicrobianos

El perfil de resistencia cualitativa a antimicrobianos de las cepas Microvirga AF16 y

Stenotrophomonas AC44 está esquematizado en la Tabla 12.

Las cepas fueron analizadas con el esquema de antibióticos que propone el

National  Commitee  for  Clinical  Laboratory  Standars  (por  sus  siglas  en  inglés,

NCCLS).  Por  lo  tanto,  y  de  acuerdo  con  la  definición  de  resistencia  a

antimicrobianos y la familia de antibióticos a los que fue sometida, las tres cepas

se les puede considerar como cepas multi-drogas resistentes, ya que presentaron

resistencia  a  más  de  6  antibióticos  que  pertenecen  al  menos  a  4  familias

diferentes (Magiorakos  et al.,  2012). Se pretende realizar la prueba cuantitativa

para corroborar el resultado.



Tabla 12. Perfil de susceptibilidad a antibióticos

Agentes antimicrobianos
MIC

(ug/mL)

Stenotrophomona
sp. AC44 Microvirga sp

.
AF16 Rhizobium 

etli
NXC12

R/I/S

Estreptomicina 100 R S S
Aminoglucosidos Gentamicina 15 R R S

Kanamicina 30 R R S

B-lactamasas
Ampicilina

Carbenicilina
100
20

R
R

R
S

R
S

Diaminopirimidinas Trimetoprim 50 R R R

Epoxidos
Fosfomicina

calcica
150 R R R

Quinolonas Ácido nalidíxico 10 R R R

Fluoroquinolonas
Cloranfenicol
Enrofloxacin

20
5

S
R

I
R

S
S

Tetraciclinas Tetraciclinas 10 R I S
Sulfonamida Sulfadoxin 250 R R R

Total R(11); S(1) R(8); I(2); S(2) R(5);S(7)



8.6.- Promotores de crecimiento vegetal

Se determinó la capacidad de solubilizar fosfatos, producción de sideroforos y de

celulosa  en  la  cepa  AF16,  se  utilizó  como  control  las  cepas  R.etli  NXC12,

Photorhabdus luminescens HIM3 y Pseudomonas aeruginosa NA04 que han sido

caracterizadas  como  solubilizadoras  de  fosfato  y  productoras  de  sideroforos.

Observamos que la cepa AF16 tiene la capacidad de producir celulosa y

sideroforos (Figura 15 y 16)

Fig.15.- Evaluación de la capacidad de solubilizar fosfatos y producir celulosa de la cepa AF16. Se utilizó
como control las cepas R.etli  NXC12, Photorhabdus luminescens HIM3 y Pseudomonas aeruginosa
NA04

Fig.16.- Evaluación de la capacidad de producir sideroforos de la cepa AF16. Se utilizó como control 
las cepas R.etli NXC12, Photorhabdus luminescens HIM3 y Pseudomonas aeruginosa NA04



8.7.- Interacción simbiótica planta-bacteria

8.7.1.- Prueba de nodulació en Acacia sp.

El objetivo de este experimento, fue evaluar la efectividad simbiótica de nuestros

aislados en respuesta a las dos especies de Acacias como hospedador, utilizando

como control a Rhizobium etli NXC12. Para llevar a cabo la prueba de nodulación,

las  semillas  germinadas  como  se  describió  en  materiales  y  métodos  fueron

sembradas en macetas con vermiculita  estéril.  Acacia cochliacantha  se inoculó

con AC44; mientras que A. farnesiana con AF16. Las plantas fueron cultivadas en

el invernadero por 60 días. Plantas de aproximadamente 15 cm, fueron extraídas

de las macetas para su análisis.

Como  resultado  observamos  que  los  sistemas  radiculares  de  A.  farnesiana

inoculadas  con  (Microvirga  sp  AF16)  y  A.  cochliacantha  (inoculada  con

Stenotrophomonas sp  AC44) no estaban nódulos.  No obstante,  en las plantas

control inoculadas con la cepa R. etli NXC12 si se observaron nódulos.

Para comprobar la presencia de la cepa R. etli  NXC12 en los nódulos, aislamos

las bacterias de los mismos y se analizaron de la siguiente manera: se estriaron en

placas con medio PY adicionadas con ácido nalidíxico (10ug), y se analizó su perfil

de plásmidos utilizando como control la cepa R. etli NXC12.

Como se muestra en la Figura 13, todos los aislados de nódulos presentan un

patrón de plásmidos característico de la cepa R. etli NXC12, indicándonos que el

sistema montado en el presente estudio si presentó las condiciones adecuadas

para dar inicio a la nodulación planta-bacteria.



A) B)

Fig 17.- Perfil de plásmidos de los aislados de nódulos de  Acacia cochliacantha  y  A.farnesiana
inoculadas con R. etli  NXC12. Carriles: 1)  R.etli  NXC12, 2-15 aislados de A. cochlicantha, 16-26
aislados de A. farnesiana.

8.7.2.- Prueba de nodulación en Phaseolus vulgaris

Para evaluar la eficiencia simbiótica de las dos bacterias en presencia de otros

hospederos, se realizó un experimento de nodulación en matraz.  Se inocularon

plantas de P. vulgaris, independientemente, con las cepas de interés y se utilizaron

como control  plantas inoculadas con  R. etli  NXC12  y plantas sin inocular.  Las

plantas fueron monitoreadas a lo largo del proceso de nodulación: 10, 15 y 21 días

después  de  su  inoculación.  En  cada  uno  de  estos  tiempos  fue  examinado  la

presencia de nódulos.

No se observó formación de nódulos en las plantas inoculadas con Microvirga sp.

AF16 y Stenotrophomonas sp. AC44 hasta los 21 días después de la inoculación.



Sin embargo, si se observaron nódulos en las plantas inoculadas con R. etli

NXC12.  Este resultado nos confirma que las cepas Microvirga sp. AF16 y

Stenotrophomonas sp. AC44 no son capaces de inducir la formación de nódulos

en plantas de P. vulgris.

Fig 18.- Prueba de nodulación en matraz. La imagen representa plantas inoculadas y cultivadas
por 21 dias.

8.8.- Transformantes de Stentrophomonas sp. AC44 y Microvirga sp. AF16 

Con el objetivo de visualizar la localización de las bacterias en la planta, las cepas 

Stentrophomonas AC44 y Microvirga AF16 se transformaron con el vector 

pSEVA537R-pBBR1 el cual porta un cassette de resistencia a tetraciclina (Tc) y 

una proteína roja florecente (mCherry). En Stenotrophomonas AC44 el vector fue 

transferido por electroporación y plaqueadas en medio PY suplementado con 

tetraciclina a una concentración de 25 y 50 µg/mL. En el caso de Microvirga AF16 

fue transformada por el método de conjugación utilizando como donadora la cepa 

Escherichia coli S17- pSEVA537R-pBBR1 y fueron plaqueadas en cajas con 



medio PY con ampiclina (100 µg/mL) y tetraciclina (25 y 50 µg/mL), con la 

finalidad de



descartar  a  la  cepa donadora.  Posteriormente,  fueron incubadas por  48  hrs  a

37oC.  Todas  las  colonias  capaces  de  crecer  en  el  medio  selectivo  fueron

consideradas transconjugantes.

Después  de  la  purificación  de  las  clonas  se  realizó  extracción  de  DNA  del

plásmido  y  la  amplificación  de  la  secuencia  que  codifica  para  la  proteína

florecente, con la finalidad de corroborar la presencia del vector. Se utilizó como

control  las cepa  E.  coli  S17- pSEVA537R-pBBR1 y nuestras cepas  Microvirga

AF16 y  Stenotrophomonas  AC44 silvestres  (Figura  15 y  16,  respectivamente).

Finalmente  se  visualizaron  en  un  transiluminador  con  luz  ultravioleta  a  una

longitud de onda de

400         nm         para         verificar         su         florescencia         (Figura       17).

Fig  19.-  Análisis  de  transformantes.  A)  Plásmidos  purificados  de  transcojugantes  de  la  cepa
Microvirga  sp.  AF16:  1)  Marcador  de  peso  molecular,  2)  pSEVA537R-pBBR1,  3)  E.  coli  S17-
pSEVA537R-pBBR,  4)  Microvirga  sp.  AF16-  pSEVA537R-pBBR1 y  5)  Microvirga  sp.  AF16.  B)
Plásmidos purificados de transformantes de la cepa Stenotrophomonas sp. AC44: 1) Marcador de
peso molecular, 2) pSEVA537R-pBBR1, 3) E. coli S17- pSEVA537R-pBBR, 4) Stenotrophomonas
sp.  AC44-  pSEVA537R-pBBR1,  5)  Stenotrophomonas  sp.  AC44-  pSEVA537R-pBBR1  y  6)
Stenotrophomonas sp. AC44



Fig 20.- Amplificación por PCR del gen que codifica la proteína mCherry.  1) Marcador de peso
molecular 1 kb, 2) pSEVA537R-pBBR1, 3) Microvirga sp. AF16-pSEVA537R-pBBR1, 4) Microvirga
sp.  AF16-  pSEVA537R-pBBR1,  5)  Microvirga  sp.  AF16,  6)  Stenotrophomonas  sp.  AC44-
pSEVA537R-pBBR1, 7) Stenotrophomonas sp. AC44-pSEVA537R-pBBR1 y 8) Stenotrophomonas
sp. AC44

Fig  21.-  A  y  B  representación  de  la  florecencia  de  las  cepas  Stenotrophomonas  sp.  AC44-
pSEVA537R-pBBR1 y  Microvirga sp.  AF16-pSEVA537R-pBBR1, respectivamente. La florecencia
fue observada en un transiluminador con luz ultravioleta a una longitud de onda de 400 nm.



8.9.- Efecto de los metales pesados en la germinación de semillas de

P.vulgaris

Con la finalidad de obtener la concentración de Pb(NO
3
)
2 

que permita la

germinación  
del  50%  de  las  semillas,  25  semillas  de  P.  vulgaris  fueron

desinfectadas  fueron  germinadas  en  placas  con  agar-agua  al  1%  con

concentraciones variables  de  
Pb(NO

3
)
2
.  Las semillas se incubaron a 30oC y se

registró el porcentaje de germinación después de 96 h. Los datos de la Figura 18

son resultado de dos repeticiones. La Figura 18A muestra el efecto del Pb en la

germinación de  P. vulgaris  con respecto al control. Se observa una germinación

del  100% en  las  concentraciones:  4,8  x  10-3  M y  1,4  x  10-2  M pero  con  una

disminución  en  el  crecimiento  del  embrión  (  Figura  18B).Sin  embargo,  con  el

aumento en la concentración de Pb (a partir de 2,4x10-2 M) hay una inhibición del

50 % en la germinación.



A)

B)

Fig 22.- (A) Número de semillas germinadas en presencia de distintas concentraciones de
Pb(NO3)2. (B) Fenotipo observado en la germinación.



CONCLUSIÓN

 Los análisis genotaxonomicos presentados en este estudio para el género

Microvirga  sp.  respaldan  la  descripción  como  una  nueva  especie  a

M._strain_c27j1 (M. flavescens ), M._strain_CDVBN77 (M. brassicacearum)

y M._strain_AF16.

 Nuestras  filogenias del  pangenoma y del  genoma núcleo identificaron  al

menos 3 subgrupos que están relacionados por su estilo de vida dentro de

la clasificación del género Microvirga sp.

 Dentro del análisis pangenómico del género Microvirga sp. se encontraron

genes de transformación de As y de resistenia a Zn y Cu y, específicamente

en  la  cepa  AF16  genes  implicados  en  la  transformación  de  Hg  y  de

resistencia a Cd, Mn y Zn características que postulan a Microvirga straín

AF16 como removedora de metales pesados en suelos.

 Si  bien,  se  determinó  que  la  cepa  Stenotrophomonas  sp.  AC44  no

establece nodulación con P.vulgaris, aún no se descarta su actividad como

promotora de crecimiento vegetal  en condiciones de estrés con metales

pesados.



PERSPECTIVAS

• Conocer la localización de Microvirga sp. AF16 en el nódulo y/o raíz

• Analizar la respuesta de las cepas  Microvirga  sp. AF16 en presencia de

metales pesados.

• Conocer los efectos que producen al establecer relaciones simbióticas de

Microvirga  sp.  AF16  con  plantas  leguminosas  en  presencia  a  metales

pesados.
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APENDICE I

PY

Peptona de Caseina 5.0 g

Extracto de Levadura 3.0 g

H2O detilada 1 L

Agar (si es sólido) 15 g

CaCl
2 

(a partir de una stock 0.7 M 

esterilizado en autoclave)

7mM

Procedimiento Eckhardt (1978)

1.- Inocular una asada de la cepa en medio PY líquido, incubar de 16 a 24 h a 37
°C en agitación.
2.-Preparar un gel horizontal de agarosa al 0.75 % (ver Apéndice I) y dejar
gelificar. 3.- Retirar el peine y llenar la cámara con buffer TBE al 1X hasta que
toque el gel SIN QUE CUBRA LOS POZOS.
4.- Agregar a cada pozo 25 μl de SDS 10 % - Xilencyanol. Precorrer el gel a 100
Volts durante 20 min con los polos invetidos.
5.- Llevar la DO del cultivo a 620 nm y tomar 0.2 U de DO (1mL de 0.2 DO).
Centrifugar 3 min a 14,000 rpm a 4 °C y retirar el sobrenadante.
6.- A la pastilla celular agregar 0.5 mL de H

2
O destilada y resuspender con vórtex.

Adicionar 1 ml de N-lauroyl sarcosine (Sarkosyl) al 0.3 % frio y mezclar por
inversión. 7.- Centrifugar 3 min a 14,000 rpm a 4 °C y extraer inmediatamente el
sobrenadante. 8.- Incubar 10 min -20 °C
9.- Agregar a la pastilla 40 μL de ficoll al 20 % (en TE 10/1)
10.- Adicionar 10 μL de solución de lisis (ver Apéndice I) 
11.- Cubrir completamente el gel con buffer TBE 1X
12.- Resuspender la pastilla con las dos soluciones anteriores (ficoll y solución de 
lisis) y cargar 25 μL de muestra en cada pozo
13.- Colocar los polos en su lugar, correr por 1 hora a 40 Volts posteriormente, 
correr a 100 Volts entre 10 a 13 horas.
14.- Teñir el gel con bromuro de etidio y observar en un transiluminador con luz UV.



1.1- Solución nutritiva 

Macroelementos (por litro de agua)

KH
2
PO

4 68 mg

K
2
HPO

4
44 mg

SO
4
Mg x 7H

2
O 123 mg

K
2
SO

4
174 mg

SO
4
Ca 173 mg

EDTA férrico 25 mg

Microelementos (por litro de agua)

MoO
4
Na x 2H

2
O 0.11 mg

BO
3
H

3
2.85 mg

SO
4
Mn x 4H

2
O 3.07 mg

SO
4  

Zn x 7H
2
0 0.55 mg

SO
4
Cu x 5H

2
0 0.20 mg



APÉNDICE II

Especie Cepa Hábitat Tamaño Plásmidos

Microvirga flocculans ATCC BAA-817 Fuente termal Prefectura de 
Gunma en Japón

Scaffold 4,029,781 -

Microvirga subterranea DSM-14364 Fuente termal
Gran 
cuenc
a 
artesi
ana 
en 
Quee
nslan
d, 
Austr
alia

Scaffold 5,147,802 -

Microvirga massiliensis JC119 Heces humanas Dielmo, Senegal Scaffold 9,172,134 -

Microvirga massiliensis
URMITE CNRS 
UMR 6236 IRD 198

Heces humanas Dielmo, Senegal Contig 9,043,523 -

Microvirga guangxiensis CGMCC Suelo de un campo de arroz Guangxi, China Scaffold 4,721,732 -

Microvirga sp. 17 mud 1-3
Lodo irradiada con rayos
gamma

Boryeong, Corea
del Sur

Genoma completo
4,403,107 -

Microvirga sp. BSC39 Corteza del suelo Moab, Utah Contig 5,655,736 -

Microvirga Flavescens ? c27j1 Suelo forestal Guangdong, 
China

Contig 3,531,066 -

Microvirga pakistanensis NCCP-1258 Suelo desértico Cholistán, 
Pakistán

Scaffold 5,764,046 -

Microvirga 
Brassicacearum ? CDVBN77 Raíz de Brassica napus Salamanca, 

España
Scaffold 5,219,891



Microvirga aerophila DSM-21344 Aíre Suwon de la 
República de 
Corea

Contig 6,003,377 -

Microvirga aerophila NBRC 106136 Aíre Suwon de la 
República de 
Corea

Contig 7,363,484 -



Microvirga sp. KLBC-81 Nódulos de Crotalaria palida Yunnan, China Scaffold 5,764,046 -

Microvirga calopogonii ? CCBAU-65841
Nódulos de Calopogonium
mucunoides

Yunnan, China Scaffold 7,413,381 -

Microvirga lupini Lut6 Nódulos de Lupinus texensis Texas, USA Scaffold 9,425,314 -

Microvirga sp. AF16 Nódulos de Acacia farnesiana Morelos, México Scaffold 9,631,911 2

Microvirga ossetica V5/3M Nódulos de Vicia alpestri Osetia del norte 
(Cáucaso)

Genoma completo
9,631,051 5

Microvirga lotononidis WSM3557 Nódulos de Listia angolensis Sur de Autralía Scaffold 7,082,538 -

Microvirga vignae BR3299 Nódulos de Vigna unguiculata Brasil Scaffold 6,472,445 -
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