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1. RESUMEN 

 

La fijación biológica de nitrógeno (FBN) es la conversión del nitrógeno atmosférico en 

compuestos asimilables como el amonio y es realizado por algunos organismos 

procariontes; representa uno de los procesos más importantes en el planeta ya que 

proporciona alrededor del 70% de todo el nitrógeno requerido en los ecosistemas 

naturales y agroecosistemas. Dentro de los principales microorganismos fijadores de 

nitrógeno, Rhizobium es un género de bacterias Gram negativas ampliamente 

descrito por interaccionar en simbiosis con plantas leguminosas y fijar nitrógeno 

atmosférico a través de estructuras conocidas como nódulos de fijación de nitrógeno 

(Moreira, 2011; Rees et al., 2005).  

Por otro lado, uno de los factores que limitan el adecuado crecimiento y rendimiento 

de cultivos son los factores abióticos como el estrés por sequía, salinidad y 

temperaturas extremas que provocan la deshidratación de los tejidos de las plantas, 

daño celular y eventualmente la muerte de cultivos; sin embargo, existen organismos 

denominados anhidrobióticos capaces de generar estrategias de adaptación en 

terrenos expuestos a factores abióticos desfavorables (Bartels y Sunkar, 2005; 

Clegg, 2001). 

A través de diversas investigaciones se ha determinado que la característica común 

entre estos organismos para adaptarse a ciertos tipos de estrés es su capacidad de 

sintetizar y acumular cantidades importantes de trehalosa; la trehalosa (α-D-

glucopiranosil-[1,1]-α-D-glucopiranosido) es un disacárido no reductor encontrado en 

muchos grupos biológicos como animales, plantas, insectos, hongos y bacterias, el 

cual tiene funciones de molécula de reserva energética, estabilizador, protector 

estructural y osmoprotector. El metabolismo de la trehalosa es importante en plantas 

en aspectos del crecimiento, rendimiento y adaptación a algunos tipos de estrés 

abiótico y en bacterias que fijan nitrógeno, es clave en la respuesta a altas 

temperaturas y estrés por desecación (Reina-Bueno et al., 2012; Suárez et al., 2008; 

Elbein et al., 2003; Müller et al., 2001).  
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Rhizobium etli CFN 42 cuenta con tres rutas de biosíntesis de trehalosa conocidas 

como OtsA-OtsB, TreY-TreZ y TreS; la vía de absorción y degradación comprende la 

participación del operón thu (ThuEFGK) y los genes thuAB; en este organismo estos 

genes están repartidos en su cromosoma y los plásmidos a, c, e y f (González et al., 

2006; Jensen et al., 2005).  

En trabajos previos se ha demostrado que la sobre expresión de la vía de síntesis de 

trehalosa OtsA en R. etli confiere tolerancia a diferentes tipos de estrés abiótico; de 

igual forma se ha determinado que los genes de degradación de trehalosa, thuA y 

thuB en Sinorhizobium meliloti son importantes para la nodulación, así como en la 

colonización de la raíz (Suárez et al., 2008; Jensen et al., 2005). 

En el presente trabajo se analizó el patrón de expresión de los genes de biosíntesis 

de trehalosa de R. etli empleando fusiones transcripcionales de los genes de síntesis 

(otsA del cromosoma y el plásmido a, otsB, treS de cromosoma y plásmido f, treY, 

treZ) y degradación (thuApf) de trehalosa en R. etli CFN 42; el análisis de su 

expresión se realizó: 1) cualitativamente, en vida libre (bajo condiciones de estrés 

salino, térmico y en medio mínimo M9 con trehalosa como única fuente de carbono), 

y durante la interacción de R. etli CFN 42 con raíces de plantas de frijol a los 7, 14 y 

21 días posteriores a la infección; a través de estos ensayos observamos una 

expresión activa de las vías de síntesis de trehalosa bajo estrés térmico y osmótico, 

así como durante la formación de nódulos de fijación de nitrógeno. 2) 

cuantitativamente, a través de la medición de la actividad enzimática, mismo en el 

que observamos una expresión importante del gen otsA. 

A través de un estudio bioinformático se identificó la región promotora, así como dos 

posibles reguladores (rpoD y rpoN) de los genes bajo estudio; finalmente se 

construyó la relación filogenética de los genes evaluados mediante árboles con el 

método Neighbour-Joining; de manera interesante, el par de los genes treS y treZ 

parecen no estar estrechamente relacionados, indicando un posible mecanismo de 

adquisición tal como fue reportado para el gen otsA. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Fijación biológica de nitrógeno    

En su estado libre, el nitrógeno molecular es uno de los elementos más abundantes 

en la atmósfera, sin embargo, la mayoría de los organismos, en los que se incluyen 

plantas y animales, son incapaces de acceder al dinitrógeno atmosférico (N2) para 

fines metabólicos, por lo que primeramente debe ser transformado en compuestos 

nitrogenados asimilables tales como amonio o nitrato (NO3) para poder ser 

consumido (Rees et al., 2005). 

La conversión de nitrógeno atmosférico en compuestos asimilables como el amonio 

ocurre de dos formas: de manera abiótica o por acción de microorganismos (a través 

de la FBN) como arqueas y principalmente bacterias en vida libre y en asociación 

simbiótica; en términos generales la FBN, comprende la conversión de nitrógeno 

atmosférico a amonio (NH3) y representa tan solo una faceta del ciclo del nitrógeno, 

el cual engloba la interconversión completa de nitrógeno entre diferentes estados de 

oxidación (Rees et al., 2005; Dixon y Kahn, 2004). 

La capacidad de poder llevar a cabo la FBN en microorganismos como las bacterias 

reside en las nitrogenasas; estos complejos metaloenzimáticos están formados por 

las proteínas dinitrogenasa y nitrogenasa-reductasa en los que se lleva a cabo la 

catálisis de reducción biológica de N2 a NH3 (Dixon y Kahn, 2004) (fig. 1). 
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Figura 1. Mecanismo básico de nitrogenasa (MoFe). Se ilustra el flujo de electrones 

desde los acarreadores de electrones (Ferrodixina, Fd o Flavodixina, Fld) a la proteína Fe; 

en el centro: la transferencia de electrones de la proteína Fe a la proteína MoFe acoplada a 

la hidrolisis de ATP; (en la derecha) se muestra la reducción subsecuente de sustratos 

acoplada con el regreso de la proteína MoFe al estado redox (Tomado y modificado de Rees 

et al., 2005). 

 

Debido a la naturaleza del tripe enlace en el nitrógeno gaseoso, el proceso de 

reducción de N2 precisa de una alta cantidad de energía; en la reacción general se 

consumen ocho electrones para reducir el N2 a NH3 y es requerido ATP para unirse a 

la dinitrogenasa-reductasa y tras su hidrolisis disminuir el potencial de reducción de 

la proteína. Las etapas de reducción sucesivas se realizan en el complejo 

nitrogenasa (Madigan et al., 2015; Rees et al., 2005) (fig. 2). 

 

 

Figura 2. Reducción de N2 a NH3. Son requeridas 16 moléculas de ATP para reducir N2 a 2 

moléculas de NH3 (Tomado y modificado de Madigan et al., 2015). 

 

La habilidad de los microorganismos de usar N2 como único recurso de nitrógeno e 

involucrarse en simbiosis con plantas hospederas confiere muchas ventajas tanto 

para la planta, como para el microorganismo puesto que en la interacción simbionte-

huésped la planta obtiene el nitrógeno derivado de la FBN y a cambio el simbionte 

obtiene fuentes de carbono en formas de ácidos dicarboxílicos. Uno de los grupos de 

bacterias que fijan nitrógeno es el de los Rhizobios dentro de los que se encuentran 

modelos ampliamente estudiados de microorganismos que se asocian en simbiosis 

con algunas plantas (Masson-Boivin y Sachs, 2018; Dixon y Kahn, 2004; Djordjevic, 

2004). 
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2.2 Bacterias Rhizobiales fijadoras de nitrógeno  

Como se mencionó anteriormente, la FBN es un proceso realizado por organismos 

en vida libre (bacterias de los géneros Azotobacter, Beijerinckia, Clostridium, 

Bacillus, Klebsiella, entre otros) así como aquellos que pueden formar asociaciones 

simbióticas con otros organismos como las plantas (Garg y Renseigné, 2006). 

El grupo de las bacterias rhizobiales está conformado por los géneros Allorhizobium, 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium y Rhizobium, de manera general son 

bacterias caracterizadas principalmente por establecer una relación simbiótica con 

plantas de la familia de las leguminosas (Fabaceae) a través nódulos en dichas 

plantas (Moreira, 2011; Sessitsch et al., 2002). 

Desde hace unos años, la interacción entre bacterias fijadoras de nitrógeno con 

plantas de la familia Leguminosae ha sido ampliamente estudiada por lo que existen 

modelos de estudio bien establecidos como el caso de Sinorhizobium meliloti la cual 

es una bacteria Gram negativa simbionte de Medicago sativa (alfalfa) y de Medicago 

truncatula; Mesorhizobium loti, un simbionte de Lotus japonicus, es otro caso de 

asociación ampliamente estudiado, así como Rhizobium tropici simbionte de plantas 

leguminosas como Phaseolus vulgaris (Pérez-Montaño et al., 2016; Ampomah y 

Jensen, 2014; Jensen et al., 2005) (tabla 1). 

 

Tabla 1. Bacterias fijadoras de nitrógeno en plantas de la familia Fabaceae. Tomado y 

modificado de Madigan et al., 2015. 

Leguminosa Bacteria 

Soya (Glycine max) 
Bradyrhizobium japonicum y 

Sinorhizobium fredii 

Chícharo (Pisum sativum) 
Rhizobium leguminosarum bv. 

viciae 

Frijol (Phaseolus vulgaris) 
Rhizobium leguminosarum bv. 

phaseoli, R. etli y R. tropici 

Trébol (Trifolium repens) Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 

Alfalfa (Medicago sativa) 
Sinorhizobium meliloti 

Medicago truncatula 
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Particularmente, dentro del género Rhizobium se encuentran al menos 27 especies 

asociadas con interacciones simbióticas con plantas leguminosas (tabla 2) (Moreira, 

2011). 

 

Tabla 2. Bacterias formadoras de nódulos en leguminosas pertenecientes al género 

Rhizobium. Tomado y modificado de Moreira, 2011. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

α-Proteobacterias-

Orden Rhizobiales; 

género Rhizobium 

Especie 

Rhizobium 

R. leguminosarum biovars phaseoli, trifolii, viceae 

R. galegae 

R. tropici 

R. etli  

R. giardinii bv. phaseoli, giardinii 

R. gallicum 

R. hainanense 

R. huautlense  

R. etli bv. mimosae 

R. yanglinense  

R. sullae 

R. indigoferae 

R. loessense 

R. daejeonense 

R. lusitanum  

R. selenireducens 

R. miluonense  

R. multihospitium 

R. oryzae 

R. pisi 

R. alamii 

R. tibeticum  

R. alkalisoli 

R. mesosinicum 

R. fabae 

R. vignae 

R. tubonense 



7 
 

2.3 Simbiosis entre plantas leguminosas y bacterias Rhizobiales  

Si bien la simbiosis entre plantas leguminosas y Rhizobios es considerada uno de los 

procesos ecológicos más importantes debido al aporte de nitrógeno derivado de esta, 

su realización requiere una serie de ajustes fisiológicos en la bacteria ya que existe 

evidencia que demuestra que los nódulos de fijación de nitrógeno se encuentran bajo 

condiciones de estrés en los tejidos de las plantas (Djordjevic, 2004). 

En la figura 3 se esquematiza de manera general el proceso de la simbiosis y 

formación de nódulos el cual se revisa con más detalle a continuación. 

 

Figura 3. Esquema general de la simbiosis rhizobio-leguminosa y formación de 

nódulos de fijación de nitrógeno. La asociación entre la raíz de la planta y la bacteria 

involucra A) una señalización química, B) activación de factores Nod, C) invasión celular y D) 

formación del estado bacteroide y formación de nódulos (Tomado y modificado de Madigan 

et al., 2015). 

 

Reconocimiento inicial e infección de la planta  

Las estructuras denominadas pelos radiculares de las plantas juegan un papel 

importante en el reconocimiento inicial debido a que comúnmente son colonizadas 

por microorganismos del suelo incluyendo aquellas bacterias que fijan nitrógeno 

(Perret et al., 2000).  
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La mayoría de las asociaciones simbióticas entre plantas leguminosas con bacterias 

Rhizobiales (de tipo mutualista) inicia cuando la bacteria produce polisacáridos de 

superficie que son reconocidos por receptores específicos en los pelos radiculares de 

las plantas (fig. 3 A) (Masson-Boivin y Sachs, 2018; Broughton et al., 2000). 

 

Inducción de los factores de nodulación y formación de hilos de infección 

El intercambio de señales continúa cuando el rhizobio detecta ciertos compuestos 

como flavonoides y betaínas secretados por la planta y responde activando la 

expresión de un conjunto de genes denominados nod; este grupo de genes codifica 

para 25 proteínas requeridas para la síntesis y exporte de los factores Nod los cuales 

son señales químicas de lipooligosacáridos (fig. 4) (Gage, 2004). 

 

 

Figura 4. Representación química de un factor Nod de S. meliloti. Los factores Nod son 

lipooligosacáridos conformados por una estructura central de quitina, 4 o 5 unidades de N-

acetilglucosamina un lípido adjunto al extremo no reductor y modificaciones específicas del 

hospedero (Tomado y modificado de Gage, 2004). 

 

Con la activación de los factores Nod se inicia una vía compleja de señal a partir de 

la cual se ven reflejados los siguientes cambios en el desarrollo: la deformación de la 

raíz en la planta, la despolarización de la membrana, oscilaciones en las 

concentraciones de calcio intracelular y el inicio de la división celular en la corteza de 
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la raíz, lo cual establece un meristemo y un primordio nodular en etapas 

subsecuentes (fig. 5 A y B) (Madigan et al.,2015; Garg y Renseigné, 2006; Gage, 

2004).   

 

Figura 5. Enrizamiento de pelos radiculares y formación del estado bacteroide. (A) 

Rhizobium (rh) coloniza la rizosfera y se ubica en los pelos radiculares (r). (B) los factores 

Nod inducen el enrizamiento de los pelos radiculares y permiten la penetración de la bacteria 

al centro de la infección (ci); el núcleo de la planta (n) precede el crecimiento de los hilos de 

infección (it). (C) El hilo de infección acompañado por el núcleo alcanza la base de la célula 

de la raíz. (D) El hilo de infección desarrollado se ramifica (rit) cerca del nódulo naciente 

formado por células corticales en división. (E) Formación del estado bacteroide (b) (Tomado 

y modificado de Perret et al., 2000). 

 

A continuación, el rhizobio se traslada desde la superficie de la raíz hasta el tejido de 

esta para poder multiplicarse en el primordio del nódulo; para lograrlo el rhizobio 

crece y se divide dentro de estructuras tubulares denominadas hebras o hilos de 

infección. Estos conductos se forman cuando el rhizobio queda atrapado entre dos 
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paredes celulares de la planta y posteriormente ocurre la invaginación de la pared 

celular vegetal que crece por el interior del pelo de la raíz (fig. 5 C) (Gage, 2004; 

Broughton et al., 2000; Perret et al., 2000). 

 

Desarrollo de los primordios nodulares 

Dentro de los hilos infectivos la bacteria continúa propagándose hacia el interior de la 

raíz de manera que los hilos de infección continúan desarrollándose y se ramifican 

cerca del nódulo naciente formado por células corticales en división (fig. 5 D); las 

bacterias internalizadas en los hilos infectivos eventualmente salen para situarse en 

las células del nódulo; una vez dentro, la bacteria continúa diferenciándose e inicia la 

síntesis de las proteínas requeridas para la fijación biológica de nitrógeno y para el 

mantenimiento de la asociación mutualista (fig. 5 E) (fig. 6) (Garg y Renseigné, 2006; 

Broughton et al., 2000; Gage, 2004). 

 

 

Figura 6. Nódulo de fijación de nitrógeno formado por Rhizobium. Se muestra la 

estructura de un nódulo en donde se realiza la FBN (Tomado y modificado de Dixon y Kahn, 

2004). 
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Dentro de los modelos de estudio de la asociación simbiótica rhizobio-leguminosa 

encontramos el caso de R. etli CFN 42 reconocida por ser el simbionte de la planta 

de frijol P. vulgaris; esta es una bacteria aerobia Gram negativa cuyo genoma consta 

de 6.53 Mb distribuidos en un cromosoma (4.38 Mb) y seis plásmidos denominados 

a, b, c, d, e y f (Sessitsch et al., 2002; González et al., 2006).  

 

2.4 Factores que limitan la producción de alimentos derivados de 

cultivos  

Disponibilidad de Nitrógeno 

La disponibilidad de nitrógeno en el suelo es a menudo el factor limitante para la 

productividad del cultivo, haciendo demanda a la agricultura global para proporcionar 

seguridad alimentaria a medida que aumenta la población mundial en el siglo XXI. 

Aunado a ello, uno de los factores que amenazan a la agricultura actual es el 

aumento en la utilización de fertilizantes químicos, los cuales constituyen una 

importante interferencia en el ciclo del nitrógeno y que aumenta seriamente las 

emisiones de óxidos de nitrógeno, la acidificación de los suelos y la eutrificación del 

agua (Dixon y Kahn, 2004).  

 

Estrés abiótico en plantas 

Dentro de la agricultura global actual, uno de los factores que limitan el adecuado 

crecimiento y rendimiento de cultivos son las condiciones ambientales como la 

salinidad, el estrés por sequía y temperaturas extremas provocando la deshidratación 

de los tejidos de las plantas, daño celular y eventualmente la muerte del cultivo. La 

alta salinidad de los suelos es uno de los factores que principalmente limita la 

productividad de cultivos como el frijol debido a que afecta el crecimiento y desarrollo 

de la planta y por ende la capacidad de fijación de nitrógeno. El estrés por sequía es 

uno de los factores ambientales principales que afectan mayormente la germinación 
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y rendimiento de cultivos provocando una limitación en la producción de granos a 

nivel mundial (Bartels y Sunkar, 2005).   

 

2.5 Mecanismos de defensa 

En respuesta ante los factores abióticos que afectan los suelos, es importante 

señalar que los organismos vulnerables como las plantas han desarrollado 

estrategias fisiológicas para hacer frente a estos tipos de estrés; algunas de estas 

son: el transporte de iones, la compartimentalización celular y la síntesis y 

acumulación de solutos compatibles u osmolitos; estos últimos pueden provenir de 

manera exógena (absorción de elementos del ambiente) o endógena (a través de 

biosíntesis de novo) tal como ocurre en organismos anhidrobióticos como S. 

lepidophylla (capaz de tolerar estados prolongados de deshidratación) (McIntyre et 

al., 2007; Shamseldin et al., 2006; Bartels y Sunkar, 2005; Clegg, 2001).  

La principal característica común entre organismos anhidrobióticos para adaptarse al 

estrés es su capacidad de sintetizar y acumular cantidades importantes de un 

disacárido conocido como trehalosa; a partir de ello, la comprensión de la tolerancia 

de las plantas a diferentes tipos de estrés como sequía y salinidad es un tópico de 

investigación fundamental (Bartels y Sunkar, 2005; Elbein et al., 2003). 

 

2.6 Trehalosa 

La trehalosa (α-D-glucopiranosil-[1,1]-α-D-glucopiranosido) es un disacárido no 

reductor encontrado en bacterias, hongos, invertebrados y plantas. Su estructura 

química está constituida por dos moléculas de glucosa que se unen a través de 

carbonos anoméricos por un enlace glicosídico α,α-1,1 (fig. 7) (Elbein et al., 2003). 
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Figura 7. Estructura química de la trehalosa. La trehalosa está formada por dos moléculas 

de glucosa unidas a través de carbonos anoméricos (Tomado de Elbein et al., 2003). 

 

Las funciones de este disacárido van desde ser una fuente de energía a participar en 

la protección ante el estrés abiótico; en organismos como plantas y hongos, este 

disacárido tiene funciones de protección proteica y de membranas celulares durante 

la desnaturalización provocada por una variedad de condiciones de estrés, como 

desecación, deshidratación, calor, frío y oxidación; para el caso de microorganismos, 

la trehalosa actúa como un importante recurso de energía durante ciertos estados del 

desarrollo así como en la respuesta al estrés osmótico, térmico y por desecación 

(Domínguez-Ferreras et al., 2009; McIntyre et al., 2007; Cytryn et al., 2007; Elbein et 

al., 2003). 

La trehalosa tiene la capacidad de proteger las membranas celulares durante 

estados de deshidratación al interactuar con estas favoreciendo la permanencia del 

estado fluido de los lípidos evitando así la fusión, separación de fases y ruptura de 

membranas; en cuanto a su función de protección proteica, gracias a su estructura 

química este disacárido interactúa con moléculas de agua formando una cápsula de 

protección alrededor de la proteína manteniendo su estructura y función (fig. 8) 

(Suárez et al., 2015; Crowe et al., 2001). 

 



14 
 

 

Figura 8. Funciones de la trehalosa como protector de membranas y proteínas. Debido 

a su naturaleza química la trehalosa puede interactuar con la membrana celular evitando su 

ruptura y forma cápsulas de protección alrededor de proteínas (Tomado y modificado de 

Suárez et al., 2015). 

 

Al ser un importante recurso frente al estrés abiótico, se ha determinado que el 

metabolismo de este disacárido es clave en aspectos del crecimiento, rendimiento y 

adaptación de las plantas al estrés abiótico, tal como ocurre con la planta S. 

lepidophylla en la que la trehalosa se acumula en altas cantidades para hacer frente 

a estados prolongados de deshidratación (Shanker y Venkateswarlu, 2011; Suárez et 

al., 2008; Clegg, 2001); es por ello que se ha documentado que la síntesis de 

trehalosa se da en respuesta a condiciones de estrés como calor, sequía y estrés 

oxidativo; en la interacción entre un rhizobio y una planta hospedera debido a que 

existe un estado de estrés para la bacteria, se ha evidenciado cantidades 

importantes de trehalosa en nódulos de fijación de nitrógeno a partir de la simbiosis 

entre bacterias Rhizobiales y plantas leguminosas (Müller et al., 2001; Streeter, 

1985). 

Actualmente se conocen cinco vías de síntesis de trehalosa distribuidas en 

organismos como plantas, hongos y bacterias (Shanker y Venkateswarlu, 2011; 

Elbein et al., 2003).  
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2.7 Vías de síntesis de trehalosa en Rhizobia  

Las principales vías de síntesis de este disacárido se han descrito en organismos 

como bacterias, hongos y plantas; en bacterias del orden Rhizobiales existen tres 

vías de síntesis de trehalosa. Dichas rutas de síntesis principalmente involucran vías 

de síntesis en dos pasos tal como la vía TPS-TPP (en bacterias se conoce como 

OtsA-OtsB) (Shanker y Venkateswarlu, 2011) (fig. 9). 

 

 

Figura 9. Vías de síntesis de trehalosa. Se ilustran las cinco rutas de síntesis de trehalosa 

distribuidas en organismos como plantas, hongos y bacterias; en Rhizobios solo están 

presentes las vías OtsA-OtsB, TreY-TreZ y TreS. (Tomado y modificado de Shanker y 

Venkateswarlu, 2011). 

 

Vía TPS-TPP (OtsA-OtsB) 

La vía TPS-TPP (OtsA-OtsB) es considerada la principal vía de síntesis de trehalosa 

e involucra un proceso en dos pasos; la primera reacción en esta vía es catalizada 

por la enzima trehalosa 6-fosfato sintasa (TPS u OtsA) la cual cataliza la síntesis del 

intermediario trehalosa 6-fosfato a partir de glucosa 6-fosfato y Uridina Difosfato 
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(UDP-Glucosa); posteriormente la trehalosa 6-fosfato fosfatasa (TPP, u OtsB) 

cataliza la desfosforilación de trehalosa 6-fosfato a trehalosa (fig. 9a) (Shanker y 

Venkateswarlu, 2011). 

 

Vía TreY-TreZ  

Comprende una vía de dos pasos, la cual involucra la conversión de maltodextrinas 

(maltooligosacáridos, glucógeno y almidón) a trehalosa. En el primer paso, la enzima 

Maltooligosil trehalosa sintasa (TreY) cataliza la conversión de maltopentosa a 

Maltooligosil trehalosa a través de una reacción molecular de transglicosilación; en el 

segundo paso la enzima Maltooligosil trehalohidrolasa (TreZ) cataliza la hidrólisis del 

Maltooligosil trehalosa liberando trehalosa. Esta ruta ha sido descrita tanto en 

Rhizobium como en Bradyrhizobium japonicum (fig. 9b) (Shanker y Venkateswarlu, 

2011; Maruta et al., 1995). 

 

Vía Trehalosa sintasa (TreS) 

La vía denominada TreS involucra una reacción de transglicosilación reversible en la 

cual la enzima trehalosa sintasa o TreS convierte la maltosa (un disacárido con 

conexión α,α-1,4 entre sus dos moléculas de glucosa) a trehalosa; debido a la 

capacidad de catálisis reversible de esta enzima la ruta TreS se ha descrito por 

contribuir en la síntesis de trehalosa durante el estrés osmótico en Pseudomonas 

syringae (fig. 9c) (Shanker y Venkateswarlu, 2011; Freeman et al., 2010). 

 

Vías TreT y TreP 

La vía TreT involucra la formación reversible de trehalosa a partir de ADP-glucosa y 

glucosa (fig. 9d); en la vía de síntesis TreP la enzima trehalosa fosforilasa cataliza la 

reacción reversible que convierte glucosa-1-fosfato (G1P) y glucosa a trehalosa (fig. 

9e) (Paul et al., 2008; Qu et al., 2004).   
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2.8 Vías de degradación de trehalosa  

En cuanto al catabolismo de este disacárido, se conocen algunas vías de 

degradación de trehalosa para microorganismos: una de las rutas más comunes de 

degradación involucra la participación de enzimas denominadas trehalasas (α,α,1,1-

glucosil hidrolasa) la cual cataliza la hidrolisis de trehalosa a dos moléculas de 

glucosa; de acuerdo a la base de datos Carbohydrate-Active enZyme (Cazy 

http://www.cazy.org) existen dos familias de enzimas trehalasa: Glicosido hidrolasas 

37 y 15 (GH37 y GH15). Dicha clasificación está basada en la presencia de distintos 

dominios catalíticos (Sakaguchi, 2020; Boss et al., 1987). 

En otra de las vías catabólicas, la trehalosa es transportada a través de membranas 

ya sea por una permeasa o por un sistema de fototransferasa (PTS), una vía en la 

que la trehalosa puede no sufrir modificaciones o ser fosforilada como trehalosa 6-

fosfato (T6P) dentro de la célula; al exterior de la célula la trehalosa o T6P es 

degradada por acción de trehalasas, T6P-hidrolasas, fosfo-(1-1)-glucosidasas o 

fosfotrehalasas (Jensen et al., 2005; Andersson et al., 2001). 

Otra de las vías también involucra la participación del sistema PTS en la que la 

trehalosa es modificada a T6P; a continuación, la enzima trehalosa-6-fosfato 

fosforilasa, fosforila T6P obteniendo como producto β-glucosa-1-fosfato y glucosa-6-

fosfato; debido a que en bacterias Rhizobiales no existe la presencia de un sistema 

PTS completo se considera que en estos organismos la vía de degradación de 

trehalosa es por acción de enzimas con actividad de trehalasa (Ampomah et al., 

2013; Jensen et al., 2005; Andersson et al., 2001). 

 

2.9 Genes de biosíntesis y degradación de trehalosa en R. etli CFN 42 

Como se mencionó anteriormente, en R. etli las vías de síntesis de trehalosa son 

OtsA-OtsB, TreY-TreZ y TreS; la vía de absorción y degradación de este disacárido 

involucra la participación de enzimas ThuEFGK y ThuAB, respectivamente (Jensen 

et al., 2005). En la tabla 3 se enlistan los genes del metabolismo de trehalosa en R. 

etli CFN 42. 

http://www.cazy.org/
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Tabla 3. Enzimas que participan en el metabolismo del disacárido trehalosa en R. etli 

CFN 42. 

Gen Proteína Cromosoma Plásmido a Plásmido c Plásmido e Plásmido f 

Síntesis de trehalosa  

otsA 
Trehalosa 6-fosfato 

sintasa 
RHE_CH00476 RHE_PA00087    

otsB 
Trehalosa 6-fosfato 

fosfatasa 
  RHE_PC00228   

treS Trehalosa sintasa RHE_CH02260    RHE_PF00276 

treZ 
Maltooligosil-

trehalosa 
trehalohidrolasa 

RHE_CH03279    RHE_PF00263 

treY 
Maltooligosil-

trehalosa sintasa 
   RHE_PE000008  

Absorción de 
trehalosa/maltosa 

     

thuE 
Transportador ABC, 
proteína de unión a 

azúcar 

    RHE_PF00210 

thuF 
Transportador ABC, 
proteína permeasa 

    RHE_PF00209 

thuG 
Transportador ABC, 
proteína permeasa 

    RHE_PF00208 

thuK 
Transportador ABC, 
proteína de unión a 

ATP 

    RHE_PF00207 

Degradación de trehalosa      

thuA  RHE_CH03256    RHE_PF00206 

thuB  RHE_CH03255    RHE_PF00205 

 

Tabla 3. Tomado y modificado de Reina-Bueno et al., 2012. 

 

otsA y otsB 

En R. etli se encuentran dos genes otsA, uno en el cromosoma y uno más en el 

plásmido a. Este gen codifica para la proteína trehalosa 6-fosfato sintasa (OtsA); el 

gen otsA del cromosoma consta de 1407 pb y la proteína para la que codifica es de 

468 aa; el gen en el plásmido a consta de 1479 pb y la proteína para la que codifica 

es de 492 aa. El gen otsB está ubicado en el plásmido c y codifica para la enzima 

trehalosa 6-fosfato fosfatasa (OtsB); su secuencia génica consta de 723 pb y la 

proteína es de 240 aa (KEGG, 2020). 
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treY y treZ 

En R. etli el gen treY está ubicado en el plásmido e y codifica para la proteína 

maltooligosil trehalosa sintasa (TreY); su secuencia génica consta de 2604 pb y la 

proteína para la que codifica es de 867 aa. El gen treZ codifica para la proteína 

maltooligosil trehalo hidrolasa o TreZ; la secuencia de este gen ubicada en el 

plásmido f consta de 1794 nt, la secuencia en aminoácidos es de 597 (KEGG, 2020). 

 

treS 

R. etli CFN 42 cuenta con dos copias del gen treS, el cual codifica para la proteína 

trehalosa sintasa o TreS; la secuencia ubicada en el cromosoma consta de 1662 nt y 

la proteína para la que codifica consta de 553 aa. La otra copia está ubicada en el 

plásmido f, cuya secuencia de nucleótidos es de 3282 nt y su secuencia de aa es de 

1093 (KEGG, 2020). 

 

Sistema de absorción (ThuEFGK) y degradación (ThuAB) de trehalosa 

R. etli CFN 42 cuenta con un operón involucrado en la absorción de trehalosa y 

maltosa, ubicado en el cromosoma (aglEFGK) y otro más ubicado en el plásmido f 

(thuEFGK) cuya función está implicada en el transporte de trehalosa. Adyacente a 

este grupo, se ubican los genes thuAB los cuales participan en la vía principal de 

degradación de trehalosa en esta bacteria. Una copia de los genes thuAB se 

encuentra ubicada también en el cromosoma. thuA codifica para la proteína de 

utilización de trehalosa-maltosa, thuB codifica para la proteína mio-inositol 2-

deshidrogenasa de ~346 aa (KEGG, 2020). 

  

2.10 Regulación de la expresión génica en bacterias 

La regulación de la expresión de genes en particular en bacterias, juega un papel 

muy importante pues permite a estos microorganismos ajustar su maquinaria 
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enzimática, así como los componentes estructurales en respuesta al cambio 

nutricional y al ambiente físico. La decisión de transcribir o no el gen que codifica 

para una determinada proteína es el principal mecanismo para controlar la 

producción de una determinada proteína. La importancia de lo anterior es que a 

través del control de la transcripción una célula puede regular qué proteínas producir 

y a qué velocidad. En la mayoría de las bacterias la expresión génica está altamente 

regulada de acuerdo con el ajuste entre la maquinaria enzimática y componentes 

estructurales con cambios en los nutrientes y el ambiente físico. El inicio de la 

transcripción es el paso más importante en la regulación de la expresión génica y en 

esta intervienen elementos como los factores de transcripción y los reguladores 

(Campbell et al., 2008; Wosten, 1998). 

 

2.11 Factores de transcripción en R. etli 

Los factores de transcripción son enzimas con dominios catalíticos de 

reconocimiento de secuencias específicas del DNA. Su función es determinar el 

inicio de la transcripción y de manera general, en bacterias existen dos clases: 

principales y de mantenimiento (del inglés housekeeping) también conocido como 

factor sigma 70 (σ70), el cual controla la expresión de la mayoría de los genes; otros 

factores de transcripción conocidos son sigma S, H, E, F, FecI y N; la mayoría de las 

bacterias sintetizan diferentes factores σ, los cuales dirigen la holoenzima RNA 

polimerasa a distintas clases de promotores con diversas secuencias consenso 

(tabla 4). Esta variedad en factores sigma proporciona a la bacteria la oportunidad de 

mantener la expresión de genes basales, así como la regulación de la expresión de 

genes en respuesta a estímulos ambientales específicos (Lonetto et al., 1992; 

Wosten, 1998).  

Se ha terminado que en E. coli y Bacillus subtilis el factor σ70 reconoce dos tipos de 

secuencias promotoras: una vía canónica que consiste en dos secuencias de 

hexámeros (TTGACA y TATAAT) ubicadas respectivamente en las posiciones -10 y -

35 relativas al inicio de la transcripción y otra denominada secuencia -10 extendida 
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que consiste en un elemento TATAAT más dos nucleótidos TG localizada en las 

posiciones -15 y -14 (tabla 4) (Kumar et al., 1993; Harley y Reynolds, 1987). 

 

Tabla 4. Factores σ de E. coli.                   

Factor σ Promotores reconocidos 
Promotor consenso 

Región -35 Región -10 

σ70 (σD) 
Genes “housekeeping”; mayoría de genes 

de células en replicación 
TTGACA TATAAT 

σs (σ38) 
Genes de fase estacionaria y respuesta a 

el estrés 
TTGACA TATAAT 

σ32 (σH) 

Inducidos por proteínas desplegadas en el 

citoplasma; genes que codifican para 

chaperonas que repliegan proteínas 

desplegadas y sistemas de proteasas 

TCTCNCCCTTGAA CCCCATNTA 

σE (σ24) 

Activados por proteínas desplegadas en el 

espacio periplásmico y la membrana 

celular; genes que codifican proteínas que 

restauran la integridad del desarrollo 

celular 

GAACTT TCTGA 

σF (σ24) 
Genes involucrados en el ensamble del 

flagelo 
CTAAA CCGATAT 

FecI (σ18) 
Genes necesarios para la absorción de 

hierro 
TTGGAAA GTAATG 

  Región -24 Región -12 

σ54 (σN) 
Genes para el metabolismo del nitrógeno 

y otras funciones 
CTGGNA TTGCA 

 

Tabla 4. Tomado de Gruber y Gross, 2003. 

 

Como previamente se había indicado, el genoma de R. etli CFN 42 ha sido 

completamente secuenciado por lo que se ha determinado que contiene los 

siguientes factores sigma: un gen rpoD “housekeeping” σ70, dos copias del factor 

rpoN σ54 (responsables de la simbiosis y asimilación de nitrógeno), dos copias del 

gen rpoH σ32 (estrés oxidativo y por temperaturas), y 18 genes de un grupo de 

factores extracitoplasmicos (González et al., 2006).  
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2.12 Antecedentes directos 

Hasta hace unos años el estudio de la trehalosa como mecanismos de defensa en 

respuesta al estrés se enfocaba principalmente en bacterias en vida libre por lo que a 

partir de entonces se inició con una investigación más detallada sobre la 

participación de este azúcar en la interacción planta-bacteria (Jensen et al., 2005).  

La trehalosa ha sido ampliamente encontrada como el principal soluto compatible en 

casi cualquier rhizobio descrito a la fecha; su acumulación se ha detectado en 

bacterias en vida libre, bacteroides y nódulos de fijación de nitrógeno y su 

acumulación en bacterias se ve influenciada por factores como el tipo de estrés, la 

especie rhizobial y el genotipo hospedero (Reina-Bueno et al., 2012; Welsh, 1999). 

En cuanto al tipo de estrés, en S. meliloti y B. japonicum la vía OtsA-OtsB ha sido 

descrita por tener un rol importante en la acumulación de trehalosa bajo estrés 

osmótico y ser la principal ruta de osmoadaptación; tanto en B. japonicum como R. 

leguminosarum bv. trifolii, esta vía participa en el estrés por desecación; en B. 

japonicum la acumulación de trehalosa está relacionada con el desarrollo de nódulos 

de fijación de nitrógeno; no obstante, en R. leguminosarum bv. trifolii y S. meliloti la 

acumulación de trehalosa determina la competitividad por la nodulación (Reina-

Bueno et al., 2012; Domínguez-Ferreras et al., 2009; McIntyre et al., 2007; Cytryn et 

al., 2007). 

Previamente se demostró que la expresión de los genes otsA y treY se da de manera 

constitutiva en R. leguminosarum bv. trifolii contra el estrés por desecación. En R. etli 

CE3 se demostró que la sobreexpresión de la vía OtsA-OtsB provocaba un aumento 

en la concentración intracelular de trehalosa evidenciando además una mayor 

tolerancia al estrés osmótico en vida libre. Posteriormente, al inocular plantas de frijol 

con esta cepa se obtuvo una mayor nodulación, fijación de nitrógeno y una mayor 

tolerancia al estrés hídrico. En esta misma bacteria se demostró también que la 

trehalosa tiene un papel importante en la termoprotección y estrés por desecación 

(Reina-Bueno et al., 2012; Suárez et al., 2008; McIntyre et al., 2007). 
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En S. meliloti se demostró que los genes thuAB participan en la vía principal del 

catabolismo de la trehalosa; para entonces se había evidenciado que la proteína 

ThuA mostraba homología con proteínas de función desconocida en Mesorhizobium 

loti, Agrobacterium tumefaciens y Brucella melitensis. También determinaron que 

estos genes son expresados en las etapas de infección y formación de hilos 

infectivos en la simbiosis rhizobio-leguminosa y que su deleción aumentaba la 

colonización de raíces de M. sativa (Jensen et al., 2005).  

Posteriormente, en un trabajo publicado en el 2008 estos mismos investigadores 

determinaron el papel del genotipo hospedero sobre la competitividad de 

colonización de raíces. Realizando mutagénesis de ambos genes en S. meliloti y S. 

medicae observaron diferencias en la formación de nódulos y colonización de raíces 

de alfalfa por lo que concluyeron que la importancia de ser efectiva la colonización de 

las raíces radica en la habilidad de manejar adecuadamente el estrés que pueden 

sufrir las bacterias durante las etapas iniciales de una asociación simbiótica rhizobio-

leguminosa (Ampomah et al., 2008).  

Más tarde en un trabajo en el que mutaron un ortólogo de thuA en M. loti, 

determinaron que en este rhizobio el gen no es expresado durante las etapas de 

infección y colonización de las raíces a diferencia de lo que observaron en su trabajo 

inicial con S. meliloti (Ampomah y Jensen 2014). 

En un análisis generalizado sobre la presencia de los genes thuAB en concreto del 

posible operón thuEFGKAB se demostró que algunas bacterias Rhizobiales y 

Agrobacterium poseen la batería de genes en orden similar, aunque en algunas de 

ellas están ausentes los genes thuEFGK; reportaron además, que las funciones de 

este operón se centran en el transporte y asimilación del maltitol e isómeros de 

sacarosa; a partir de estudios bioquímicos determinaron también que las funciones 

de los genes thuAB son similares en S. meliloti, M. loti y A. tumefaciens (Ampomah et 

al., 2013); finalmente, en un análisis del transcriptoma de R. tropici CIAT 899 se 

demostró una sobre expresión de los genes thuAB al ser inducidos bajo condiciones 

de estrés salino indicando una posible estrategia que emplea esta cepa para 
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sobreponerse al estrés abiótico activando la vía de degradación de trehalosa (Pérez-

Montaño et al., 2016). 

Sobre la influencia del genotipo hospedero en la interacción rhizobio-leguminosa, 

recientemente se elaboró un estudio sobre el transcriptoma de R. leguminosarum bv. 

viciae en interacción con plantas de chícharo y lenteja; en este trabajo se observó 

que existe una respuesta diferencial específica con el hospedero la cual afecta 

proteínas de bacteroides entre las que destacan proteínas de respuesta a estrés, 

reguladores transcripcionales y proteínas del metabolismo del nitrógeno y carbono; 

uno de los genes que mostró expresión diferencial fue otsA (Durán et al., 2021). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El consumo de frijol es clave en la alimentación de las sociedades actuales por lo 

que el mejoramiento de cultivo a partir de herramientas de biotecnología surge como 

una oportunidad alternativa y amigable con el ambiente; en este sentido, el estudio 

metabólico del disacárido trehalosa representa un campo de análisis bastante 

interesante para resolver aspectos de la respuesta al estrés abiótico en organismos 

como plantas o bacterias rhizobiales. 

Debido a que se ha demostrado que los genes de síntesis de trehalosa en bacterias 

rhizobiales como S. meliloti, B japonicum, R. leguminosarum y R. etli desempeñan un 

papel importante en la tolerancia al estrés osmótico, por sequía y desecación, así 

como los genes de degradación de trehalosa son importantes en la colonización de 

la raíz y nodulación, en el presente estudio consideramos analizar el patrón de 

expresión de las vías de síntesis y degradación de trehalosa en R. etli en vida libre y 

en interacción con frijol bajo condiciones de estrés y en simbiosis con frijol de manera 

que sea posible una visualización general sobre el metabolismo de este disacárido. 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

La expresión de los genes que participan en la síntesis y degradación de trehalosa 

está activa durante condiciones de estrés osmótico y térmico, así como en las etapas 

de simbiosis P. vulgaris-R. etli. 
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5. OBJETIVOS 

 5.1 General  

 Analizar la expresión de los genes de biosíntesis y degradación del disacárido 

trehalosa de R. etli en vida libre y en simbiosis con P. vulgaris. 

 

5.2 Específicos 

 Determinar por métodos bioinformáticos si los genes de biosíntesis y degradación 

de trehalosa de R. etli CFN 42 están regulados por factores de transcripción de 

respuesta al estrés a través de un análisis de las secuencias promotoras. 

 Realizar un análisis filogenético de los genes del metabolismo de trehalosa para 

conocer su distribución dentro y fuera del grupo de bacterias Rhizobiales. 

 Evaluar la expresión de los genes de biosíntesis y degradación de trehalosa de R. 

etli en vida libre bajo condiciones de estrés osmótico, térmico y en presencia de 

trehalosa.  

 Analizar la expresión de genes de biosíntesis y degradación de trehalosa de R. 

etli durante las etapas de simbiosis leguminosa-rhizobio. 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 

La realización del presente trabajo se basó en la estrategia experimental mostrada 

en la figura 10. 

 

 

Figura 10. Diagrama del diseño experimental.  
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Material biológico, medios de cultivo y condiciones de crecimiento 

Para todos los ensayos fue empleado como cepa silvestre (WT) a R. etli CFN 42; se 

utilizaron semillas de plantas de P. vulgaris var. Negro Jamapa para los ensayos de 

nodulación en plantas de frijol. Se emplearon además cepas de R. etli que albergan 

la secuencia promotora de los genes otsAch, otsApa, treY, treZ, treSch, treSpf y 

thuApf fusionada al gen reportero GUS. R. etli fue crecida en medio Peptona Extracto 

de levadura adicionado con Calcio (PYCa) a 28°C y Medio Mínimo M9 suplementado 

con ácido succínico como fuente de carbono y trehalosa para un ensayo. E. coli fue 

crecida en medio Luria Bertani (LB) a 37°C. Se emplearon los siguientes antibióticos 

según fue el caso: ácido nalidíxico (20 μg/ml), gentamicina (20 μg /ml) y kanamicina 

(50 μg /ml). 

Para la construcción de las fusiones transcripcionales en el siguiente trabajo se 

emplearon las cepas de E. coli TOP10f (para la transformación de las clonas con los 

promotores) y DH5α (para la transformación del plásmido pCMJD), además de los 

plásmidos pCR2.1-TOPO y pCMJD. 

 

7.2 Plásmidos 

pCR2.1-TOPO (Invitrogen)  

Es un plásmido utilizado en la clonación de fragmentos de DNA amplificados por 

PCR; permite la expresión bacteriana del fragmento lacZ para la α-complementación 

(fig. 11). 



29 
 

 

Figura 11. Mapa del vector pCR2.1-TOPO. Diseñado para clonar fragmentos de DNA 

amplificados por PCR; contiene un gen de resistencia a kanamicina y un gen de resistencia a 

ampicilina, codifica para la β-Galactosidasa. 

 

pCMJD  

El plásmido pCMJD cuenta con la fusión transcripcional de los genes que codifican 

para las enzimas β-Glucuronidasa (GUS) y proteína verde fluorescente (GFP, del 

inglés Green Fluorescent Protein), un polilinker que contiene los sitios de 

reconocimiento para las enzimas XhoI y SalI y un casete de resistencia a 

gentamicina; dicho vector fue utilizado para el clonado de los promotores para la 

construcción de la fusión promotor-GUS mediante la subclonación de estos (fig. 12) 

(Metcalf y Wanner, 1993). 
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Figura 12. Mapa del vector pCMJD.  Cuenta con la fusión transcripcional de los genes que 

codifican para las enzimas β-Glucuronidasa y proteína verde fluorescente. 

 

7.3 Análisis bioinformático de las posibles regiones promotoras de los 

genes de biosíntesis y degradación de trehalosa en R. etli CFN 42 

Con el objetivo de determinar si la región promotora de los genes otsA, otsB, treY, 

treZ, treS y thuApf está regulada por factores de transcripción conocidos de 

respuesta a estrés, realizamos el análisis de las secuencias intergénicas de dichos 

genes para la identificación de su región promotora y de los posibles factores de 

transcripción y reguladores de los genes. 

 

Las secuencias de nucleótidos fueron obtenidas de la base de datos KEGG 

(https://www.genome.jp/kegg/) y GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Posteriormente 

las secuencias fueron analizadas usando los siguientes programas: 

- BacPP (Bacterial Promoter Prediction) (http://www.bacpp.bioinfoucs.com/home). 

Herramienta para la identificación de los factores sigma σ24, σ28, σ32, σ38, σ54 y σ70 

en enterobacterias con un porcentaje de 84-97% de exactitud (de Ávila et al., 

2011). 

https://www.genome.jp/kegg/
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- iPro54-PseKNC. Predictor basado en secuencias para la identificación de 

promotores σ54 en procariotas (Lin et al., 2014). 

- BPROM, Softberry (Predictions of bacterial promoters). Programa de 

reconocimiento del promotor σ70 con alrededor de un 80% de exactitud (Solovyev 

y Salamov, 2011). 

 

7.4 Análisis filogenético de los genes del metabolismo de trehalosa en R. 

etli CFN 42 

Las secuencias de los genes de las vías de síntesis y degradación de trehalosa en R. 

etli fueron analizadas a partir de un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

mediante el portal NCBI. Con el fin de analizar la relación filogenética de estos genes 

dentro y fuera del orden de bacterias Rhizobiales en el presente trabajo se elaboró la 

construcción filogenética de las secuencias en aminoácidos de los genes otsA, otsB, 

treY, treZ, treS y thuA de R. etli CFN 42 con secuencias con homología en bacterias 

pertenecientes a las clases α, β, γ y δ-proteobacterias.  

 

Las secuencias se obtuvieron de los portales KEGG y Gene Bank; el análisis 

filogenético se elaboró con el programa MEGA_X_10.1.1_win64_beta; el 

alineamiento de secuencias se hizo mediante ClustalW (1.6) con la matriz 

BLOSUM62. La construcción de árboles filogenéticos se realizó tomando en cuenta 

los siguientes aspectos: bajo el método Neighbour-Joining, las distancias evolutivas 

fueron procesadas usando el método de corrección Poisson, el índice de variación 

entre sitios fue modelado con una distribución Gamma (parámetro de forma = 1), 

todas las posiciones con gaps fueron manualmente removidas, la robustez de la 

fuerza de las ramas fue realizada mediante un análisis bootstrap de la base de datos 

Neighbour-Joining con 1,000 repeticiones (Saitou y Nei, 1987; Felsenstein, 1985). 
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7.5 Construcción de fusiones transcripcionales promotor-GUS de los 

genes del metabolismo de trehalosa en R. etli CFN 42 

Si bien la realización de las fusiones transcripcionales ensayadas en este estudio no 

fueron parte del diseño experimental del presente trabajo, a continuación, se 

describe el protocolo para obtener dichas construcciones.  

 

7.5.1 Amplificación por PCR de las secuencias promotoras de los genes 

otsAch, otsApa, otsB, treY, treZ, treSch, treSpf y thuApf de R. etli CFN 42 

Se extrajo DNA (de cromosoma y plásmido) a partir de cultivos líquidos de R. etli 

mediante el protocolo convencional por lisis alcalina y se realizó una reacción de 

PCR para la amplificación de las secuencias. 

 

Para la reacción de PCR se emplearon los oligonucleótidos que se enlistan en la 

Tabla 5; las condiciones de amplificación se detallan en la Tabla 6; los productos de 

PCR se analizaron en gel de agarosa al 1% y posteriormente se purificaron del gel 

mediante el protocolo de extracción de gel de agarosa QIAGEN con especificaciones 

del proveedor.  

 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para amplificar las secuencias promotoras de los 

genes del metabolismo de trehalosa en R. etli. En color verde se indica la secuencia de 

reconocimiento para la enzima SalI y en rojo la enzima XhoI. 

 

Primer Forward Secuencia Tm 
(°C) 

Primer Reverse Secuencia Tm 
(°C) 

otsAchUP CGT CGA CCG CAT 

CAA CTC CTT CGA 

CCA G 

74 otsAchLW GCT CGA GGC GAT 
TGG AAA CGA CGA 

TAA G 

71.61 

otsAaUP CGT CGA CTT TGG 

CTG TCG ATA ATC 

CCT G 

71.61 otsAaLW GCT CGA GTA GAA 
ACT CAT GCT CCG 

TCA G 

71.61 

otsBUP CGT CGA CGG TCT 

TCT TGT TGG CGT 

TGT C 

72.82 otsBLW GCT CGA GGA AGT 
GCT TCG GGA ACC 

TCG A 

74.04 

rhe_ch02260UP CGT CGA CGC CGT 

CCG CCC TTT TTT 

GCA G 

75.25 rhe_ch02260LW GCT CGA GCC GTC 
GCC GTT CGC ATC 

CAT G 

76.46 
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rhe_pf00276UP CGT CGA CGT GCT 

TAT CAG GTG TCG 

AGC G 

74.04 rhe_pf00276LW GCT CGA GTC GAT 
GCC TTG GAG AAG 

TAG C 

72.82 

rhe_pe00008UP CGT CGA CGC AGC 

AAT GGC AGC CCG 

ATG 

75.54 rhe_pe00008LW GCT CGA GGT TGA 
GCC GCT GAC GGC 

GGT G 

77.68 

rhe_pf00263UP CGT CGA CCG AAG 

CCG TTC ACG CAA 

GAG C 

75.25 rhe_pf00263LW GCT CGA GTT CAT 
GCA GAG GAG CCC 

AAA G 

72.82 

thuAfUP CGT CGA CGT TTG 

GAG CGG CAC GGT 

CAT C 

75.25 thuAfLW GCT CGA GCA AGG 
CGG GCT TCG CTC 

AAT C 

75.25 

 

 

Tabla 6. Condiciones de PCR para la amplificación de las secuencias promotoras.  

Secuencias 
promotoras 

Desnaturalización 
inicial 

Desnaturalización 
 

Alineamiento elongación 
Elongación 

final 

1 ciclo 
30 ciclos 

 
1 ciclo 

otsAch, 

otsB, 

rhe_ch02260, 

rhe_pf00276, 

rhe_pe00008, 

rhe_pf00263 

y thuAF 

3 min a 94°C 45 seg a 94°C 
45 seg a 

60°C 

40 seg a 

72°C 

7 min a 

72°C 

otsAa 3 min a 94°C 45 seg a 94°C 
45 seg a 

60°C 

2 min a 

72°C 

7 min a 

72°C 

 

 

7.5.2 Clonación de promotores en el vector pCR2.1-TOPO 

Las secuencias promotoras fueron clonadas en el vector pCR2.1-TOPO; 

posteriormente se transformaron células químicamente competentes TOP10f con las 

construcciones pCR2.1-TOPO-promotor con el protocolo recomendado por el 

proveedor (Invitrogen). Las transformantes se seleccionaron en medio LB adicionado 

con Km50. 
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7.5.3 Identificación de células TOP10f transformantes que contienen las clonas 

correctas de los promotores 

Se extrajo DNA plasmídico de las clonas seleccionadas en LB adicionado con Km50 

mediante el kit Gene JET plasmid miniprep; mediante la digestión con la enzima de 

restricción EcoRI se identificaron las clonas que llevaban el inserto de los 

promotores. 

 

7.5.4 Construcción de fusiones GFP::GUS-promotor mediante subclonación de 

las secuencias promotoras en el vector pCMJD  

El vector pCMJD y las ocho construcciones pCR2.1-TOPO-promotores se digirieron 

con las enzimas SalI y XhoI; posteriormente, fueron sometidas a electroforesis en 

agarosa 1% y las bandas correspondientes a las secuencias promotoras se cortaron 

y purificaron mediante el protocolo de extracción de gel de agarosa QIAGEN.  

 

Los fragmentos purificados se ligaron al vector pCMJD digerido entre los sitios SalI y 

XhoI. Las células de E. coli DH5α electrocompetentes se transformaron con cada una 

de las construcciones pCMJD-promotor por electroporación. Las transformantes se 

seleccionaron en medio LB adicionado con Gm20. Posteriormente, se identificaron las 

clonas transformantes que adquirieron los insertos de las secuencias promotoras 

ligadas en la misma orientación que la fusión transcripcional GFP::GUS mediante 

digestión con enzimas y análisis de los tamaños de los fragmentos de restricción por 

electroforesis en gel de agarosa.  

 

7.5.5 Transformación de la cepa R. etli CFN 42 con las construcciones pCMJD-

promotor 

Se extrajo DNA plasmídico de la cepa E. coli DH5α mediante Gene JET plasmid 

miniprep Kit. Posteriormente, la cepa R. etli CFN 42 se transformó por 

electroporación con cada una de las construcciones pCMJD-promotor. Finalmente, 

las clonas transformantes se seleccionaron en medio PYCa adicionado con Gm20. 
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Cada una de las transformantes se comprobó con análisis mediante el patrón con 

enzimas de restricción. 

 

7.6 Análisis cualitativo – Expresión mediante el ensayo de la β-

glucuronidasa   

Se realizó un análisis cualitativo para evaluar la expresión de los genes de 

biosíntesis y degradación de trehalosa (otsA, otsB, treY, treZ, treS y thuA) en R. etli; 

cada cultivo se ajustó a una densidad óptica (DO) de 0.2600 y se sembraron 20 µl por 

goteo en cajas con 25 ml de medio mínimo M9 adicionado con 0.2 mg de X-Gluc (5-

bromo-4-cloro-3-indol-β-D-glucoronido) diluido en 50 µl de DMSO esto bajo 

condiciones de estrés salino, estrés térmico e inducción por trehalosa. La cepa de R. 

etli CFN 42 fue utilizada como control.  

 

Estrés salino  

Los ensayos en estrés salino se realizaron empleando diferentes concentraciones de 

NaCl (0, 100 y 200 mM) evaluando cualitativamente la expresión a las 24, 48, 72 y 96 

horas.  

 

Estrés térmico  

Para los tratamientos con calor y frío, las células transformadas con fusiones 

transcripcionales se incubaron a 4 y 37°C tomando en cuenta que el crecimiento 

óptimo para R. etli es de 27°C. 

 

Inducción por trehalosa 
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Cultivos con las fusiones transcripcionales se inocularon en una placa con medio 

mínimo M9 en el que se agregó como única fuente de carbono trehalosa y se incubó 

a 27°C. 

 

7.7 Análisis cuantitativo – Ensayo de la actividad β-glucuronidasa  

Para el análisis cuantitativo se realizó un precultivo en 5 ml de medio PYCa 

adicionado con Gm20 y se incubó en agitación (200 rpm) a 30°C durante 24 h para 

posteriormente centrifugar todo el cultivo a 11 mil rpm. Se lavó la pastilla celular con 

1 ml de una solución de MgSO4 10 mM y se inoculo en 20 ml de medio PYCa para 

ajustar una DO de 0.5595. 

 

Estrés salino  

Los ensayos de estrés salino se realizaron en medio mínimo M9 utilizando diferentes 

concentraciones de NaCl (0, 50 y 100 mM). Las muestras de cultivo de cada 

experimento se tomaron a las 24 y 48 h de crecimiento. 

La cuantificación de la actividad de la β-glucuronidasa se realizó de acuerdo con el 

método reportado por Jefferson y colaboradores (1986), utilizando p-nitrofenil-β-o-

glucuronido (PNPG) como sustrato; la actividad enzimática fue normalizada de 

acuerdo con la cantidad de proteína total en los cultivos celulares, determinada por el 

método de Bradford (1976). Se tomaron 2 ml de muestra para cada tiempo, 1 ml para 

la actividad enzimática y 1 ml para la cuantificación de proteína.  

 

7.8 Análisis de la expresión de los genes de síntesis y degradación de 

trehalosa en R. etli CFN 42 al ser inoculada en plantas de P. vulgaris 

Para evaluar la expresión de los genes de biosíntesis de trehalosa durante la 

interacción de R. etli con raíces de frijol se esterilizaron las semillas en una solución 

al 25% de cloro comercial (Cloralex®; 6% de hipoclorito de sodio) durante 25 min; 
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posteriormente se enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril. Se germinaron 

las semillas en agar agua (0.75%) durante 48 h a 30°C; una vez transcurrido el 

tiempo las semillas germinadas se inocularon con 1 ml de un cultivo de R. etli 

ajustado a una DO600 0.2. Posteriormente las semillas fueron trasplantadas en 

matraces estériles con solución de Fahraeus (ver apartado de Anexos) y agar al 

0.75%. Las plantas inoculadas se mantuvieron en cuarto de cultivo para evaluar la 

interacción y formación de nódulos (7, 14 y 21 días posteriores a la inoculación).  

 

Transcurrido el tiempo de incubación las raíces se cortaron y fueron incubadas en 

una solución con el sustrato cromogénico X-Gluc durante 1 noche a 30°C; 

posteriormente se realizaron cortes en las raíces y se fotografiaron para documentar 

el experimento.  

 

(Gao et al., 2019; Suárez et al., 2008; Ramírez-Trujillo et al., 2007; Fahraeus, 1957). 
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8. RESULTADOS  

 

8.1 Análisis de la región promotora de los genes del catabolismo de 

trehalosa en R. etli mediante los programas BacPP, iPro54-PseKNC y 

BPROM1 

Se realizó un análisis de las regiones promotoras de los genes otsA, otsB, treY, treZ, 

treS y thuApf mediante tres bases de datos: BacPP, iPro54-PseKNC y BPROM1 con 

el objetivo de identificar la región promotora, secuencias consenso reconocidas por 

diversos factores de transcripción y secuencias de reconocimiento por reguladores.  

 

Análisis mediante el programa BacPP 

Mediante este programa obtuvimos un porcentaje de identificación estimado de los 

factores σ24, σ32, σ38 σ54 y σ70. La secuencia promotora del gen otsAch arrojó una 

predicción del factor σ70 del 40%. La secuencia de este mismo gen, pero ubicada en 

el plásmido arrojó una predicción del 59 y 99% con los factores σ32 y σ70, 

respectivamente. La secuencia del gen otsB tuvo un porcentaje de predicción del 

facto σ70 del 40%. La secuencia del gen treSch y treSpf obtuvo en ambos casos un 

porcentaje de predicción del 50% con el factor σ32. La secuencia del gen treY obtuvo 

porcentajes de predicción bajos para los factores σ32 y σ38. La secuencia génica de 

treZ obtuvo porcentajes de predicción mayores del 50% para los factores σ38 y σ70. 

Finalmente, el gen thuApf tuvo un porcentaje bajo de predicción con el factor σ38. 

 

Análisis mediante iPro54-PseKNC y BPROM1 

Con ayuda del programa BPROM1 fue posible identificar la secuencia de 

reconocimiento de ciertos factores de transcripción y reguladores, y con el programa 

iPro54-PseKNC identificamos probables sitios de reconocimiento para el factor σ54; 

todo ello se resume en la tabla 7. En las figuras 13-20 se esquematizan las regiones 

identificadas a partir de ambos programas. 
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Tabla 7. Regiones de reconocimiento para factores de transcripción y reguladores 

transcripcionales identificados en las secuencias promotoras de los genes de síntesis 

y degradación de trehalosa en R. etli CFN 42.   

Gen BPROM1 iPro54-PseKNC 

Factor de transcripción Regulador  Factor σ54 

otsAch rpoN    

otsApa rpoD16 y rpoD17 LexA; Fnr  

otsB  Ihf 3 probables σ54 

treSch rpoD15 Fis 2 probables σ54 

treSpf   1 probable σ54 

treY   1 probable σ54 

treZ rpoD18  1 probable σ54 

thuApf   1 probable σ54 

 

- Promotor del gen otsAch 

De manera destacada se identificó una probable secuencia para el promotor RpoN el 

cual está involucrado en la regulación de genes del metabolismo de nitrógeno (tabla 

4, fig. 13). 

 

Figura 13. Región promotora del gen otsAch. Se indica la probable secuencia de unión 

del factor de transcripción RpoN en verde y las regiones -35 y -10 en recuadros color rosa. 

En un recuadro azul se señala el codón de inicio. 
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- Promotor del gen otsApa 

En la región del promotor del gen otsApa se identificaron dos secuencias probables para los 

factores rpoD17 y rpoD16, además del regulador lexA (fig. 14). 

 

Figura 14. Región promotora del gen otsApa. Se indica la probable secuencia de unión de 

los factores de transcripción RpoD17 y RpoD16 y el regulador lexA en verde, las regiones -

35 y -10 en recuadros color rosa. En un recuadro azul se señala el codón de inicio. 

 

- Promotor del gen otsB 

 

Figura 15. Región promotora del gen otsB. Se indica la probable secuencia de unión del 

factor de transcripción σ54 en rojo y el regulador ihf en verde; las regiones -35 y -10 en 

recuadros color rosa y en un recuadro azul se señala el codón de inicio. 
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- Promotor gen treSch 

 

Figura 16. Región promotora del gen treSch. Se indica la probable secuencia de unión del 

factor de transcripción σ54 en rojo, el sitio de unión del factor RpoD15 y el regulador fis en 

verde; las regiones -35 y -10 en recuadros color rosa y en un recuadro azul se señala el 

codón de inicio; se muestra además la secuencia de nt del primer rhe_ch02260LW empleado 

para la amplificación de la región promotora de treSch. 

 

- Promotor gen treSpf 

Solo se obtuvo dos probables sitios de reconocimiento del factor de transcripción σ54 

(fig. 17). 
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Figura 17. Región promotora del gen treSpf. Se indica la probable secuencia de unión del 

factor de transcripción σ54 en rojo, las regiones -35 y -10 en recuadros color rosa y la 

secuencia del primer rhe_pf00276LW empleado para la amplificación de la región promotora 

de treSpf. 

 

- Promotor gen treY 

 

Figura 18. Región promotora del gen treY. Se indica la probable secuencia de unión del 

factor de transcripción σ54 en rojo, el codón de inicio en recuadro azul y la secuencia del 

primer rhe_pe00008UP. 

 

- Promotor gen treZ 
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Figura 19. Región promotora del gen treZ. Se indica la probable secuencia de unión del 

factor de transcripción σ54 en rojo, el sitio de unión del factor RpoD18 en verde, las regiones -

35 y -10 en recuadros color rosa y en un recuadro azul se señala el codón de inicio; se 

muestra además la secuencia de nt del primer rhe_pf00263LW empleado para la 

amplificación de la región promotora de treZ. 

 

- Promotor gen thuApf 
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Figura 20. Región promotora del gen thuApf. Se indica la probable secuencia de unión del 

factor de transcripción σ54 en rojo, las regiones -35 y -10 en recuadros color rosa y en un 

recuadro azul se señala el codón de inicio; se muestra además la secuencia del primer 

thuAfUP empleado para la amplificación de la región promotora de thuApf. 

 

8.2 Análisis filogenético de las secuencias de los genes del metabolismo 

de trehalosa  

A través de las bases de datos en donde se encuentras depositadas las secuencias 

de los genes del regulón de trehalosa hemos observado que microorganismos 

externos al orden Rhizobia poseen secuencias con homología de estos genes. Con 

el fin de analizar la relación filogenética de estos genes dentro y fuera del orden de 

bacterias Rhizobiales en el presente trabajo se elaboró la construcción filogenética 

de las secuencias en aminoácidos de otsA, otsB, treY, treZ, treS y thuA incluyendo 

bacterias de las clases α, β, γ y δ-proteobacterias. Las secuencias se obtuvieron de 

los portales de GenBank y KEGG; el alineamiento de secuencias se hizo mediante el 

programa MEGA_X_10.1.1_win64_beta y finalmente la construcción de árboles 

filogenéticos se obtuvo bajo el criterio de Neighbour-Joining. 
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Figura 21. Árbol filogenético basado en el método Neighbour-Joining del gen otsA en 

α, β, δ y γ-proteobacterias. Se indica enmarcada en rojo la ubicación en el árbol de las dos 

copias del gen otsA de R. etli CFN 42 las cuales no están relacionadas filogenéticamente; 

como grupo externo se consideró la secuencia del gen de Salinibacter ruber. 

 

El gen otsA se encuentra ampliamente distribuido dentro del filo de las 

proteobacterias; tal como previamente se había reportado, las dos copias de este 

gen de R. etli se encuentran alejadas en la relación filogenética, lo que supone que la 

copia del gen en el plásmido a pudo haber sido obtenida por transferencia horizontal 

de genes (fig. 21) (Reina-Bueno et al., 2012). Al realizar un alineamiento de ambas 

secuencias, estas mostraron un porcentaje de identidad del 50.11%. El gen otsB 

resulto ser cercano a la secuencia de este en Rhizobium sp. N1341 (fig. 22).  
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Figura 22. Árbol filogenético basado en el método Neighbour-Joining del gen otsB en 

α, β, δ y γ-proteobacterias. Enmarcada en rojo se indica la ubicación de la copia del gen en 

R. etli CFN 42. 

 

Las dos copias del gen treS en R. etli CFN 42 de manera interesante resultaron 

filogenéticamente alejadas; tal como el caso del gen otsA, lo anterior podría indicar 

que alguna de las dos copias haya sido adquirida a través de un movimiento 

horizontal de genes (fig. 23). Al realizar el alineamiento de las copias del gen treS 

estas mostraron un porcentaje de identidad del 44.63%. 
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Figura 23. Árbol filogenético basado en el método Neighbour-Joining del gen treS en 

α, β, δ y γ-proteobacterias. Se indica enmarcada en rojo la ubicación en el árbol de las dos 

copias del gen treS de R. etli CFN 42 las cuales no están relacionadas filogenéticamente; 

como grupo externo se consideró la secuencia del gen de Salinibacter ruber. 

 

 

Figura 24. Árbol filogenético basado en el método Neighbour-Joining del gen treY en 

α, β, δ y γ-proteobacterias. Enmarcada en rojo se indica la ubicación del gen en R. etli CFN 

42; como grupo externo se consideró la copia del gen en Ralstonia solanacearum. 
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Al igual que el caso de los genes otsA y treS, las dos copias del gen treZ de R. etli 

CFN 42 resultaron no agrupadas en la relación filogenética (fig. 25). Del alineamiento 

entre ambas secuencias obtuvimos un porcentaje bajo de identidad del 39.92% entre 

ambas secuencias. 

 

Figura 25. Árbol filogenético basado en el método Neighbour-Joining del gen treZ en α, 

β, δ y γ-proteobacterias. Enmarcada en un rectángulo rojo se indica la ubicación de las dos 

copias del gen en R. etli CFN 42. 

 

El gen thuA se encuentra distribuido dentro y fuera de las bacterias rhizobiales, sin 

embargo, solo incluimos las secuencias del gen en rhizobios. Las dos copias del gen 

resultaron estrechamente relacionadas por lo cual se descarta la idea de que alguna 

de ellas haya sido adquirida por un método de transferencia horizontal de genes (fig. 

26).  
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Figura 26. Árbol filogenético basado en el método Neighbour-Joining del gen thuA en 

α, β, δ y γ-proteobacterias. Enmarcada en rojo se indica la ubicación filogenética de las dos 

copias de este gen en R. etli CFN 42; como grupo externo se tomó la secuencia de M. loti.  

 

 

8.3 Análisis de la expresión de los genes de síntesis de trehalosa en R. 

etli CFN 42 

8.3.1 Análisis cualitativo – Expresión mediante el ensayo de la β-glucuronidasa 

Las cepas de R. etli con fusiones transcripcionales en los genes de biosíntesis y 

degradación de trehalosa visualmente mostraron una expresión diferencial al ser 

sometidas a estrés salino y térmico.  

 

Estrés salino 

La expresión de los genes del metabolismo de trehalosa en general no fue evidente 

bajo condiciones de estrés osmótico puesto que solo se observó una expresión tenue 

de los genes otsApa y treSpf a 100 mM a las 96 h. Se observó una clara expresión 
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de los genes otsB, treSpf y otsApa y una baja inducción de los genes otsAch, treY y 

treZ en la condición sin estrés (0 mM de NaCl) a partir de las 48 h (fig. 27).  

 

Figura 27. Análisis de la expresión de los genes de biosíntesis de trehalosa bajo estrés 

salino. Expresión de los genes de síntesis de trehalosa en 0, 100 y 200 mM de NaCl 

después de 24, 48, 72 y 96 h.  

 

Estrés térmico 

No se observó la expresión de ningún gen a baja temperatura (4°C). A una alta 

temperatura (37°C) a las 24 h solo se evidencio la expresión del gen otsApa; sin 

embargo, a las 48 h se observó una expresión notoria de los genes otsB, treSpf, 

treY, otsApa y thuApf. Para este ensayo se tomó en cuenta como control la expresión 

a 27°C (temperatura óptima de crecimiento para R. etli); si comparamos el control 

con la expresión a 37°C, resulta interesante que los genes thuApf y treY solamente 

se expresaron a 37°C (fig. 28). 
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Figura 28. Análisis de la expresión de los genes de biosíntesis de trehalosa bajo estrés 

térmico. Expresión de los genes de síntesis de trehalosa a 4, 27 y 37°C después de 24, 48 y 

72 h. Se utilizó como control las cajas incubadas a 27°C. 

 

Inducción por trehalosa 

A las 24 h se obtuvo una baja expresión de los genes otsB, treSpf y otsApa y a partir 

de las 48 h se observó también la expresión de los genes treY y treZ lo cual es 

interesante puesto que indica que la presencia en el medio de trehalosa provoca una 

inducción de los genes de su biosíntesis. Es de destacar, además, que no hay una 

expresión del gen thuApf el cual codifica para la vía de degradación de trehalosa 

cuya actividad de degradación se esperaría fuera activa bajo condiciones de 

trehalosa. A 96 h se apreció una expresión notoria de todos los genes excepto treSch 

y el antes mencionado thuApf (fig. 29). 
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Figura 29. Análisis de la expresión de los genes de biosíntesis de trehalosa bajo la 

inducción con trehalosa. Expresión de los genes de síntesis y degradación de trehalosa en 

medio mínimo suplementado con el disacárido después de 24, 48, 72 y 96 h. 

 

8.3.2 Análisis cuantitativo – Ensayo de la actividad β-glucuronidasa 

Debido a que cualitativamente no observamos una expresión de los genes bajo 

condiciones 200 y 400 mM de NaCl, optamos por medir la actividad β-glucuronidasa 

a 0, 50 y 100 mM de NaCl; a partir de este ensayo obtuvimos una expresión 

diferencial de los genes bajo concentraciones de NaCl. Las fusiones 

transcripcionales en los genes otsApa, otsAch y treY, en este ensayo, fueron las que 

mayor expresión mostraron en las tres concentraciones de NaCl. Por el contrario, 

otsB y treZ presentaron una baja expresión (figs. 30 y 31).  

 

 

Figura 30. Análisis de la cuantificación de la actividad enzimática de los genes de 

biosíntesis y degradación de trehalosa después de 24 h. La expresión de los genes se 
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midió en unidades de nanomoles de PNPG degradado por minuto por miligramo de proteína; 

los valores son un promedio de tres replicas. 

 

Así mismo, los genes treS de cromosoma y plásmido S mostraron un nivel de 

expresión importante. El gen thuApf a diferencia de los antes mencionados, mostró 

una disminución en su expresión. Con lo observado a partir del ensayo de expresión 

en caja, se puede corroborar que, el gen otsA está activo durante el crecimiento 

bacteriano bajo una condición de estrés salino, mismo que ha sido reportado en 

anteriores trabajos (Reina-Bueno et al., 2012).  

 

 

Figura 31. Análisis de la cuantificación de la actividad enzimática de los genes de 

biosíntesis y degradación de trehalosa después de 48 h. La expresión de los genes se 

midió en unidades de nanomoles de PNPG degradado por minuto por miligramo de proteína, 

los valores son un promedio de tres replicas. 
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8.4 Análisis de la expresión de los genes de síntesis y degradación de 

trehalosa en R. etli CFN 42 al ser inoculada en raíces de P. vulgaris 

Con el objetivo de determinar si las vías de síntesis y degradación de trehalosa están 

activas durante la interacción de R. etli con raíces de P. vulgaris, evaluamos la 

expresión de los genes otsAch, otsApa, treY, treZ, treSch, treSpf, otsB y thuApf 

mediante un ensayo histoquímico a partir de la degradación del sustrato cromogénico 

X-Gluc por la enzima β-Glucuronidasa a los 7, 14 y 21 días posteriores a su 

inoculación; este ensayo se realizó en dos ocasiones obteniendo de ambas el mismo 

resultado, mismo que a continuación se muestra. 

Desde los 7 días posteriores a la inoculación, pudimos observar cualitativamente la 

expresión de otsAch, otsB, treSpf y treY, notoriamente una expresión más marcada 

de treY y treSpf; la expresión del gen treZ fue visible a partir de los 14 días 

posteriores a la inoculación; la tinción de estos genes se observó desde los 7 días en 

zonas del tallo, raíces secundarias, así como en el meristema apical de la raíz. 
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Figura 32. Expresión en raíz de los genes otsAch y otsApa. Se observa la expresión del 

gen otsAch producto de la reacción de la β-Glucuronidasa con el sustrato cromogénico X-

Gluc. a) raíz sin inoculo, b) WT, c) otsAch y d) otsApa. A los 7 días posteriores a la 

inoculación se puede observar la expresión punteada de otsAch; desde los 14 días se 

observa la formación de primordios y nódulos de fijación de nitrógeno formados por R. etli.  

 

El gen otsAch se expresó en zonas de la raíz secundaria en forma de puntos, así 

como en las zonas de los nódulos de fijación de nitrógeno. Contrariamente, no se 

observó la expresión de la copia del gen en el plásmido a (fig. 32, c y d). Los genes 

a) 

b) 

c) 

d) 
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treY y treZ, de manera interesante, se expresaron en nódulos de fijación de nitrógeno 

en forma de puntos en los centros de esta estructura (fig. 33, c y d). 

 

 

Figura 33. Expresión en raíz de los genes treY y treZ. Se observa la expresión de los 

genes treY y treZ producto de la reacción de la β-Glucuronidasa con el sustrato cromogénico 

X-Gluc. a) raíz sin inoculo, b) WT, c) treY y d) treZ. A los 7 días posteriores a la inoculación 

se puede observar solo la expresión de treY a lo largo de la raíz; a los 14 días se observa la 

formación de nódulos en los que ambos genes se expresan en forma de puntos en el centro 

de esta estructura. 

 

La expresión del gen treSpf fue evidente desde los 7 días. La expresión de treSch 

solo pudo ser visible hasta los 21 días posteriores a la infección con las cepas de R. 

a) 

b) 

c) 

d) 



57 
 

etli. Cabe destacar que la expresión de treSpf fue la más notoria de todos los genes 

ensayados en este estudio, pues a los 14 días hubo expresión de este a lo largo de 

la raíz primaria, raíces secundarias y en zonas de nódulos, sin embargo, su 

expresión disminuyo a los 21 días. En este periodo ambos genes mostraron 

expresión en nódulos (fig. 34, c y d). 

 

Figura 34. Expresión en raíz de los genes treSch y treSpf. Se observa la expresión de los 

genes treSch y treSpf producto de la reacción de la β-Glucuronidasa con el sustrato 

cromogénico X-Gluc. a) raíz sin inoculo, b) WT, c) treSch y d) treSpf. A los 7 días posteriores 

a la inoculación se puede observar solo la expresión de treSpf a lo largo de la raíz; a los 14 

días se observa la formación de nódulos en los que solo treSpf se expresó a lo largo de las 

a) 

b) 

c) 

d) 
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raíces y en nódulos.  A los 21 días la expresión de treSpf disminuyó y pudo observarse hasta 

entonces la expresión de treSch.  

 

 

Figura 35. Expresión en raíz de los genes otsB y thuApf. a) raíz sin inoculo, b) WT, c) 

otsB y d) thuApf. A los 7 días posteriores a la inoculación puede observarse la expresión de 

otsB en zonas adyacentes al tallo. A los 14 días se observa la formación de nódulos en los 

que solo otsB se expresó. A los 21 días la expresión de este último disminuyó y pudo 

observarse la expresión de thuApf en forma de puntos en los centros de los nódulos.  

 

Finalmente, el gen otsB se expresó en zonas adyacentes al tallo y a lo largo de las 

raíces secundarias y en las zonas apicales de estas. No se observó expresión de 
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este gen en zonas de nódulos; a diferencia de este, la expresión del gen thuApf solo 

fue observada a partir de los 21 días posteriores a la infección y esto ocurrió en 

zonas del nódulo, en forma de puntos (fig. 35, c y d).  

A diferencia de lo que había sido reportado en microorganismos como M. loti, A. 

tumefaciens y B. melitensis, en la interacción de R. etli-P. vulgaris, el gen thuApf no 

se expresa en las etapas de infección y formación de hilos infectivos en la simbiosis 

rhizobio-leguminosa sino una vez que el nódulo ha sido formado. 
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9. DISCUSIÓN 

 

Ha sido bien documentado que bacterias del suelo como R. etli están expuestas a 

una serie de factores abióticos como la desecación, salinidad y altas temperaturas, 

además de que el disacárido trehalosa es utilizado como un mecanismo de 

respuesta al estrés, por lo que en el presente trabajo analizamos el patrón de 

expresión de los genes del metabolismo de trehalosa de R. etli CFN 42, 

particularmente los genes otsA del cromosoma y el plásmido a, otsB, treS de 

cromosoma y plásmido f, treY, treZ y thuApf; el análisis de su expresión se realizó, 

cualitativamente (en vida libre bajo condiciones de estrés salino y térmico y en 

interacción con raíces de plantas de frijol) y cuantitativamente (midiendo la actividad 

enzimática frente a condiciones de estrés salino). A través de un estudio 

bioinformático se identificaron las regiones promotoras, así como los posibles 

reguladores y factores de transcripción de estos genes; finalmente se construyó la 

relación filogenética mediante árboles con el método Neighbour-Joining. 

 

- Análisis cualitativo en vida libre 

Tan solo en cultivos bacterianos con la fusión GUS en los genes otsApa y treSpf se 

observó la coloración azul producto de la expresión de los mismos bajo estrés 

osmótico (100 mM de NaCl); cabe destacar que los cultivos sembrados bajo esta 

condición apenas mostraron crecimiento. Bajo la condición de estrés a baja 

temperatura no hubo expresión de ningún gen. Derivado de los casos anteriores es 

importante señalar que durante la deshidratación osmótica y a bajas temperaturas el 

daño a nivel celular puede deberse ya sea a la deshidratación o a las altas 

concentraciones intracelulares de solutos (Welsh, 1999) razón por la cual muy 

probablemente no observamos el crecimiento bacteriano para el análisis de la 

expresión. En organismos como levaduras, se sabe que la tolerancia a bajas 

temperaturas depende principalmente del contenido inicial de trehalosa (Hino et al., 

1990), y dado que en el medio mínimo utilizado para este ensayo la única fuente de 
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carbono para la bacteria fue ácido succínico, esta podría ser la razón en ambos 

casos de no haber observado primeramente un crecimiento bacteriano para el 

posterior análisis de la expresión de los genes bajo estudio. 

Caso contrario, bajo la condición de estrés por temperatura (37°C) fue posible 

evidenciar una expresión muy marcada de otsB, treSpf, treY, otsApa y thuApf. Se 

sabe que altas temperaturas estimulan la biosíntesis de trehalosa (Welsh, 1999); 

aunado a ello, los resultados del presente trabajo concuerdan con lo reportado por 

Reina-Bueno (2012) en cuyo trabajo señalan que el estrés salino causaba un retraso 

en el crecimiento de R. etli, pero en crecimiento a una temperatura por arriba del 

promedio óptimo, esto no ocurría. Lo anterior puede significar que bajo una condición 

de estrés térmico la bacteria sintetice trehalosa como un método de defensa para 

contrarrestar el estrés, razón por la que observamos la reacción a través de la 

coloración en caja incubada a una temperatura mayor a la del crecimiento óptimo 

(fig. 28). 

A partir de los resultados de la expresión bajo inducción por trehalosa es interesante 

que no observamos la expresión del gen thuApf, pero sí de los genes de las vías de 

síntesis de trehalosa. En trabajos previos en los que se cultivó a Rhizobium en 

condiciones de medio mínimo ha sido reportado que esta bacteria es capaz de 

utilizar trehalosa como única fuente de carbono, así como algunos isómeros de 

sacarosa (trehalulosa, maltitol, manitol, entre otros) (Ampomah et al., 2013); de igual 

forma en organismos como Ectothiorhodospira halochloris (bacteria perteneciente a 

la clase de las gamma proteobacterias) durante su crecimiento bajo escasez de 

nitrógeno este organismo acumula trehalosa como único soluto compatible (Galinski 

y Herzog, 1990); derivado de lo anterior podríamos señalar que, R. etli CFN 42 al 

estar en una condición escasa de nutrientes y con trehalosa como única fuente 

energética, la bacteria va aprovechando el disacárido y a medida que pasa el tiempo 

y las reservas se van agotando, opta por la síntesis de trehalosa; por esta razón se 

observó una expresión activa de las vías de este disacárido.  
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- Análisis cualitativo en interacción con plantas de frijol 

Como se sabe, la trehalosa está presente en nódulos de raíces de leguminosas y de 

igual forma está presente en altas concentraciones en bacteroides de fijación de 

nitrógeno (Müller et al., 2001; Streeter, 1985); en este sentido es importante señalar 

que encontramos a partir de 7 días posteriores a la inoculación una expresión de los 

genes treSpf, treY y otsB y a los 14 días se observó también la expresión del gen 

treZ; en conjunto lo anterior nos indica que las vías de síntesis de trehalosa están 

activas durante la interacción de R. etli con raíces de P. vulgaris; como es ya 

conocido, durante la interacción simbiótica planta-rhizobio la bacteria requiere 

realizar ajustes fisiológicos como la adaptación de un ambiente bajo en oxígeno para 

el desarrollo óptimo de la FBN, lo cual puede significar que la bacteria utiliza este 

disacárido como un recurso energético (dada la demanda de una alta cantidad de 

ATP para la realización de la FBN) o como un osmolito protector. 

A diferencia de lo anterior, la expresión de thuApf fue evidente solo después de 21 

días posteriores a la infección, y adicionalmente, pudo observarse que la expresión 

de los genes de biosíntesis de este disacárido como otsAch, treY y treZ disminuyó 

tanto en raíces como en los nódulos por lo que, en este sentido, parece ser que una 

vez formada esta estructura en las raíces, la bacteria activa la vía de degradación de 

este disacárido probablemente para la obtención de energía proveniente de 

trehalosa. 

Un punto importante a considerar es que, en el presente estudio, evaluamos 

cualitativamente la expresión durante la interacción en tiempos determinados (7, 14 y 

21 días), por lo que no identificamos en qué etapa de la interacción se formaron los 

nódulos y por ende no sabíamos cuánto tiempo tenían de haberse formado, por lo 

cual será necesario como perspectivas, la determinación de formación de nódulos a 

los 7, 14 y 21 días y en qué etapa específica del proceso infectivo inicia la expresión 

de dichos genes, la cual podría realizarse a través de un ensayo de PCR cuantitativo 

en tiempo real (qRT-PCR).  
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- Análisis cuantitativo bajo condiciones de estrés osmótico 

Se obtuvo la cuantificación en unidades de nano moles de PNPG degradado por 

minuto por miligramo de proteína de cada una de las fusiones transcripcionales a 0, 

50 y 100 mM de NaCl a las 24 y 48 h, de la cual se observó una expresión diferencial 

de cada uno de los genes. Particularmente el gen otsA de cromosoma y plásmido 

mostró la mayor expresión a las 24 y 48 h en cada una de las concentraciones de 

NaCl; otsB y treZ, por el contrario, mostraron una menor expresión en cada una de 

las condiciones probadas en el presente estudio; el gen thuApf mostró una expresión 

baja a una concentración de NaCl 100 mM (figs. 30 y 31).  

Con lo observado a partir del ensayo de expresión en caja de Petri, se puede 

corroborar que, el gen otsA está activo durante el crecimiento bacteriano bajo una 

condición de estrés salino, mismo que ha sido reportado en anteriores trabajos 

(Reina-Bueno et al., 2012); en B. japonicum a través de la mutación de los genes 

otsAB se determinó que la ruta OtsAB es la principal vía activa de biosíntesis de 

trehalosa cuando el rhizobio se encuentra bajo estrés salino (Sugawara et al., 2010). 

Para el caso de R. etli CFN 42 de igual forma puede significar que al estar en una 

condición de estrés salino, el rhizobio activa preferentemente esta vía para la 

biosíntesis de trehalosa el cual funcionaría como un osmolito protector aunado al 

hecho de que el gen de degradación evaluado en este estudio (thuApf) no mostró 

una expresión activa (24 y 48 h). 

En R. tropici CIAT 899 (una cepa rhizobial capaz de desarrollar factores de 

nodulación bajo condiciones de estrés salino) a través de un análisis transcriptómico 

por RNA-seq se observaron niveles de expresión altos de los genes thuAB cuando la 

bacteria fue sometida a estrés por sal señalando una posible estrategia que esta 

bacteria emplea para degradar trehalosa durante la interacción planta-rhizobio. Cabe 

destacar que en dicho estudio no se menciona una baja expresión de los genes de 

biosíntesis del disacárido trehalosa, pero sí de aquellos involucrados en el transporte 

a través de membranas y genes involucrados en el exporte de polisacáridos 

indicando que esta cepa disminuye drásticamente la utilización de moléculas para 

consumo de energía (Pérez-Montaño et al., 2016). En un análisis transcriptómico 
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ahora en R. etli CE3 se mostró una sobre expresión de genes involucrados en el 

metabolismo de solutos compatibles durante crecimiento bajo estrés salino (López-

Leal et al., 2014). Recientemente, en un análisis proteómico, se reportó que el gen 

otsA presenta un nivel de expresión importante durante la interacción de R. 

leguminosarum bv viciae UPM791 con Pisum sativum; en dicho análisis únicamente 

se reporta la actividad de este gen (Durán et al., 2021). Tomando a consideración lo 

que ha sido reportado para otros Rhizobios y los resultados obtenidos en el presente 

estudio, las estrategias que estas bacterias siguen para contrarrestar el estrés 

abiótico son muy diversas echando mano de la importante batería génica del regulón 

de trehalosa tanto en vida libre como en la interacción con las raíces de leguminosas. 

 

- Análisis filogenético 

Ha sido ampliamente descrito que el disacárido trehalosa es encontrado en muchos 

sistemas biológicos, desde bacterias, levaduras, plantas y animales; particularmente 

en bacterias se ha descrito por participar en la respuesta a distintos tipos de estrés, 

por lo que en el presente trabajo realizamos el análisis filogenético de los genes del 

metabolismo de trehalosa en bacterias de clases α, β, δ y γ-proteobacterias. R. etli 

CFN 42 cuenta con un par de algunos de los genes del regulón de trehalosa (otsA, 

treS y treZ); se ha propuesto que la diversificación y distribución de estos genes 

puede deberse a mecanismos como la transferencia horizontal de genes como fue 

reportado para el caso del gen otsA del plásmido a (Reina-Bueno et al., 2012); en el 

presente trabajo encontramos algo similar para el par de copias de los genes treS y 

treZ, en el que en ambos casos los genes se encontraban alejados en la distribución 

filogenética. Si bien esto no es un indicio marcado de que alguna de las copias de 

ambos genes haya sido adquirida por un mecanismo de intercambio génico, sí es 

posible intuir sobre un origen de la adquisición distinto de estos genes en R. etli CFN 

42.  
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- Análisis de la región promotora 

El genoma de R. etli CFN 42 cuenta con un factor rpoD o σ70, dos copias del factor 

rpoN (σ54), dos copias del factor rpoH (σ32) y 18 genes de un grupo de factores 

extracitoplasmicos (González et al., 2006). Mediante el análisis de la región 

promotora de los genes evaluados en el presente trabajo, fue posible identificar bajo 

qué factor posiblemente se encuentran regulados los genes en estudio. En la región 

promotora de otsApa, treSch y treZ se identificó la secuencia de reconocimiento del 

factor rpoD, por lo que parece ser que estos genes están bajo el control de este 

factor. En el caso del gen otsApa esto resulta distinto a lo que fue reportado para el 

operón otsAB en E. coli, el cual está bajo el control de rpoS (Hengge-Aronis, et al., 

1991); parece ser que en R. etli CFN 42 dicho gen no está bajo el control del factor 

de respuesta a estrés; aunque esta idea no es del todo clara puesto que, bajo la 

condición de estrés térmico y osmótico, otsApa sí tuvo una expresión notoria (figs. 

27, 28 y 30). En este sentido, es probable que, aunque el gen pueda ser expresado 

bajo condiciones de estrés, también está bajo el control de un factor de 

mantenimiento principal y que su función es activa aun cuando la bacteria no se 

encuentre sometida a estrés. Para el caso de treSch y treZ la idea de que estén bajo 

el control de rpoD sí concuerda con lo reportado en este estudio puesto que su 

expresión bajo condiciones de estrés no es marcada a diferencia de la expresión de 

otros genes (fig. 27). 

La copia del gen otsA del cromosoma a diferencia del gen otsApa, parece estar 

regulada por el factor de transcripción rpoN, el cual se encarga de la regulación de 

genes del metabolismo de nitrógeno. Lo anterior resulta interesante puesto que como 

se ha indicado anteriormente, parece ser que ambos genes tienen un origen 

filogenético distinto lo cual podría suponer una función alterna dependiendo de las 

necesidades celulares según sea el ambiente en el que se encuentre la bacteria. 

Uno de los reguladores identificados en la secuencia intergénica del gen otsApa fue 

fnr (FNR, regulación de nitrato y fumarato) el cual se ha descrito por ser un regulador 

transcripcional de respuesta al oxígeno, es decir es requerido para pasar de un 

metabolismo aeróbico a un anaeróbico (Unden y Schirawski, 1997); como se sabe, 
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para el adecuado funcionamiento de la nitrogenasa es necesario un ambiente 

anaeróbico, por lo que es probable que otsApa esté involucrado en la transición de 

un estado aeróbico a uno anaeróbico puesto que participa en una vía de síntesis de 

trehalosa (un disacárido de protección ante el estrés). 
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10. CONCLUSIONES  
 

- La expresión de los genes de síntesis de trehalosa es activa cuando la bacteria 

es sometida a crecimiento a una temperatura más alta que la temperatura óptima.  

- Bajo la condición de estrés salino (100 mM NaCl) solo los genes otsApa y treSpf 

presentan expresión. 

- En medio mínimo, con trehalosa como única fuente de carbono, los genes de 

síntesis del disacárido se activan progresivamente. 

- El gen otsApa se expresa de manera activa bajo estrés salino (100 mM de NaCl). 

- Las vías de síntesis de trehalosa están activas en la interacción Rhizobium etli-P. 

vulgaris. 

- R. etli CFN 42 cuenta un par de genes otsA, treS y treZ, los cuales no están 

relacionados filogenéticamente indicando un posible mecanismo de adquisición 

por transferencia horizontal de genes. 

- Los genes del metabolismo de trehalosa en R. etli CFN 42 parecen estar bajo el 

control de factores de transcripción como rpoD y rpoN. 
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11. PERSPECTIVAS  
 

- Realizar la mutación de los genes estudiados en el presente trabajo para analizar 

el efecto de su eliminación en la relación simbiótica Rhizobium-leguminosa. 

- Mediante búsqueda en bases de datos, identificar los posibles activadores y 

represores en la unidad promotora de los genes otsA, otsB, treY, treZ, treS y 

thuA. 

- Determinar la formación de nódulos a los 7, 14 y 21 días y en qué etapa 

específica del proceso infectivo inicia la expresión de los genes evaluados en este 

trabajo a través de ensayos de qRT-PCR. 
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13. ANEXOS 

 
 

13.1 Medios de cultivo y protocolos 

Medio Peptona Yeast Calcio (PYCa) (1 litro) 

Peptona 6 g  

Extracto de levadura 0.5 % 3 g 

CaCl2 2H2O 0.5 g 

 

Medio Luria Bertanie líquido (LB) (1 litro) 

 

Peptona 6 g  

Extracto de levadura 0.5 % 3 g 

 

 

 
Medio mínimo M9 (1 litro) 
 

Añadir a 750 ml de H2O:  

*5x M9 salts 200 ml  

MgSO4 1M 2 ml 

Solución de fuente de carbono apropiada (20%)  20 ml 

CaCl2 1M 0.1 ml 

Aforar a 1 L con H2O  

 
 
* 5x M9 salts (diluir las siguientes sales a un volumen final a 1 L) 
 

Na2HPO4·7H2O 64 g  

KH2PO4 15 g 

NaCl 2.5 g 

NH4Cl 5.0 g 
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Preparación de Cajas Petri con medio 
mínimo M9 (10 cajas) 
 
5x M9 salts 50 ml 

MgSO4 1 M 0.5 ml 

CaCl2 1 M 0.025 ml 

Agar más H2O (3.7 gr en 200 ml) 200 ml 

Fuente de carbono al 20% 5 ml 

 

* agregar a cada caja Petri la cantidad requerida de NaCl 

 

Ensayo de actividad GUS 

1. Tomar 1 ml de cultivo. 

2. Centrifugar y tirar sobrenadante (en este punto se puede almacenar a -70° C). 

3. Resuspender en 1 ml de 1x M9-salts cloranfenicol 100 µg/ml. 

4. Adicionar 30 µl de SDS 0.1% y 60 µl de cloroformo. 

5. Mezclar por Vortex 10 segundos. 

6. Dejar en reposo 5 min hasta que se hayan separado dos fases.  

7. En tubos Eppendorf limpios agregar 400 µl de buffer GUS y colocarlos en 

incubadora a 37ºC para calentar el buffer. 

8. Agregar a los tubos con buffer GUS 100 µl de células permeabilizadas (cuidando 

de no tomar cloroformo). 

9. Mantener los tubos en incubación a 37ºC. 

10. Tomar 100 µl a las 24 y 48 h y colocarlos en tubos que contengan 800 µl de 

carbonato de sodio 0.4 M (Na2CO3). 

9. Realizar mediciones por espectrofotómetro a 405nm. 

 
Calculo  

- Para cada muestra graficar la DO405 (eje Y) contra tiempo (eje X), calcular la 

pendiente (S) de la gráfica en unidades de DO405 por minuto. 

- La velocidad de reacción (R) en nanomoles por minuto por mg de proteína se 

calcula de la siguiente manera:  
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R = S / (0.02 * V * mg de proteína) 

V es el volumen del ensayado. En este protocolo V = 0.02 ml. 

 

 

Cuantificación de proteína 

1. Tomar 1 ml de cultivo 

2. Centrifugar y tirar sobrenadante (en este punto se puede almacenar a -70° C). 

3. Resuspender en 1 ml de TCA 5% y centrifugar 10 min a 10 mil rpm. 

4. Desechar sobrenadante y resuspender en 100 μl de NaOH 0.4 M. 

5. Determinar curva patrón: 

Tubo BCA H2O Reactivo Bradford 

1 0 μl 800 μl 200 μl 

2 1 μl 799 μl 200 μl 

3 2 μl 798 μl 200 μl 

4 4 μl 796 μl 200 μl 

5 8 μl 792 μl 200 μl 

6 16 μl 784 μl 200 μl 

* leer en espectrofotómetro a 595 nm 

6. En tubos Eppendorf independientes, agregar 790 μl de H2O más 10 μl de muestra 

y leer a 595 nm.  

 

 

13.2 Soluciones  

1x M9-salts (diluir las siguientes sales a un volumen final a 1 L) 
 

Na2HPO4·7H2O 6.4 g  

KH2PO4 1.5 g 

NaCl 0.25 g 

NH4Cl 0.5 g 
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Buffer Gus 
 

Buffer fosfatos de potasio 50 Mm pH 7.0 

DTT 5 mM 

EDTA 1 mM 

*Antes de usar adicionar 12.5 µl de pNPG 100 mM por ml 

 
 

Solución Fahraeus 

 gr/L 

  

Fosfato de potasio monobásico 0.2 

Fosfato di-potásico 0.2 

Cloruro de sodio 0.2 

Cloruro de calcio 0.17 

Sulfato de magnesio 0.54 

Citrato férrico 0.1 

Oligoelementos 

Ácido bórico 2.86 

Sulfato de manganeso 2.03 

Sulfato de zinc 0.22 

Sulfato de cobre 0.08 

Molibdato de sodio 0.08 

Agar (0.75 %)  
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