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El género Rhodomicrobium comprende especies importantes para la agricultura y el medio
ambiente. Sin embargo, pocas investigaciones se han dirigido a la identificacion de
marcadores moleculares que distingan a sus miembros de otros grupos de bacterias. Los
marcadores Indeles (inserciones y deleciones) en secuencias de proteinas son Utiles para
estudios evolutivos y taxondmicos en bacterias. Se analizaron secuencias homologas de las
proteinas ADN ligasa NAD+ dependiente, y Serina ARNI sintetasa, obtenidas de la base de
datos UniprotKB/Swiss-Prot, y posteriormente alineadas con el programa MUSCLE. El
analisis filogenémico se realizé por el método de Méaxima Verosimilitud con el programa
RAXML. Se identificaron inserciones que soportan la monofilia del género y confirman que
Rhodomicrobium lacus es un grupo hermano de R. vannielii y R. udaipurense. Las
inserciones analizadas constituyen marcadores moleculares importantes para estudios
taxondémicos y evolutivos en el género Rhodomicrobium, y para futuros estudios

bioquimicos o funcionales en dichas enzimas.
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ABSTRACT

The genus Rhodomicrobium comprises species with agricultural and environmental
importance. However, few investigations have been conducted to identify molecular
markers that could be used to distinguish members of Rhodomicrobium from other groups
of bacteria. Conserved signature indels (insertions and deletions) in protein sequences are
useful for evolutionary and taxonomic studies in bacteria. Homologous sequences of the
proteins NAD+ dependent DNA ligase and Serine-tRNA synthetase were obtained from the
UniprotKB/Swiss-Prot database and aligned using MUSCLE programme. Phylogenomic
analysis was performed through the Maximum Likelihood method with RAXML. Insertions
were identified which support the monophyly of this genus and confirm that
Rhodomicrobium lacus forms a sister group of R. vannielii and R. udaipurense. Thus, the
insertions analyzed constitute important molecular markers for taxonomic and evolutionary
studies in Rhodomicrobium, and also for future biochemical or functional studies in those

enzymes.
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Introduccion

La familia Hyphomicrobiaceae, del orden hyphomicrobiales y la clase alphaproteobacteria,
constituye un grupo fenotipicamente heterogéneo de bacterias gram negativas, que
comprende especies de interés médico, biotecnoldgico y medioambiental.™) Esta familia
incluye a los géneros Caenibius, Dichotomicrobium, Filomicrobium, Hyphomicrobium,
Limoniibacter, Methyloceanibacter, Methyloligella, Pedomicrobium, Prosthecomicrobium,
Seliberia y Rhodomicrobium, los cuales estan validados por el Cddigo Internacional de
Nomenclatura de Procariotas (ICNP, por sus siglas del inglés International Code of

Nomenclature of Prokaryotes).?

El género Rhodomicrobium estd conformado por tres especies, R. udaipurense, R. vannielii
y R. lacus, que incluyen cepas que habitan en ambientes extremos y son importantes para la
biorremediacion y el tratamiento anaerobico de desechos. Rhodomicrobium udaipurense
JAG43T, por ejemplo, presenta genes que codifican enzimas involucradas en la degradacion
de compuestos aromaticos.®) Del mismo modo, Rhodomicrobium vannielii presenta la
maquinaria enzimatica requerida para la oxidacion del hierro, y Rhodomicrobium lacus
puede habitar en ambientes alcalinos.“® Adicionalmente, todas las especies de
Rhodomicrobium son capaces de fijar dinitrogeno. La informacion gendémica disponible

indica que presentan genes que codifican molibdeno-hierro nitrogenasa y hierro-hierro
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nitrogenasa; Rhodomicrobium vannielii presenta ademéas una nitrogenasa de vanadio-

hierro.* 53

El desarrollo de plataformas de secuenciacién de alto rendimiento o nueva generacion
Next-Generation Sequencing (NGS), ha permitido la secuenciacion de genomas completos
y un incremento acelerado en el uso de los datos émicos. La disponibilidad de genomas
completamente secuenciados para un gran nimero de especies bacterianas, constituye una
oportunidad para la taxonomia y el diagndstico molecular. La comparacion de secuencias
homologas de proteinas de diferentes especies mediante el alineamiento multiple, permite
la identificacién de marcadores moleculares CSI (del inglés Conserved Signature Indels,
inserciones y deleciones) que son utilizados para estimar relaciones filogenéticas y para la

demarcacion de grupos especificos de organismos en términos moleculares.®

A pesar de que el género Rhodomicrobium ha sido ampliamente estudiado, pocas
investigaciones han estado dirigidas a la estimacion de marcadores genéticos o bioquimicos
que distingan a sus miembros de otros grupos de bacterias. Teniendo en cuenta que el
mismo comprende especies de gran relevancia, el presente estudio se basa en la estimacion
de indeles de tipo insercion en secuencias de proteinas, que pudieran ser Utiles en la
identificacion y clasificacidn de especies, y para futuros estudios bioquimicos o funcionales

en las enzimas de interés.

Materiales y métodos

Se analizaron las proteinas ADN ligasa NAD+ dependiente y Serina ARNt sintetasa,
pertenecientes a especies del orden hyphomicrobiales. Las secuencias homologas de las
mismas fueron obtenidas a partir de la base de datos UniprotkKB/Swiss-Prot
(https://lwww.uniprot.org), y el resultado fue enriquecido mediante busquedas en bases de
datos disponibles en el sitio NCBI (National Center of Biotechnology Information,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov); empleando la herramienta BLASTp (Basic Local Alignment
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Search Tool) y utilizando la secuencia de Rhodomicrobium vannielii como secuencia de
entrada.”® EIl resultado de la busqueda con el programa Blastp fue analizado, con el
objetivo de seleccionar secuencias altamente similares a las del género Rhodomicrobium,
sobre la base de los siguientes valores: Expected value (E value) < 0,001; Identity >35 %, y

Bit score > 50.

Las secuencias escogidas fueron organizadas en conjuntos, archivadas en formato FASTA
y posteriormente alineadas mediante el programa MUSCLE.® Los alineamientos
obtenidos se analizaron mediante inspeccion visual para identificar las inserciones,
considerando relevantes aquellas flanqueadas por regiones conservadas y con igual longitud
en todas las especies que la comparten, como sugieren los autores de la metodologia.(®

Se escogieron genomas completos de especies comprendidas en la familia
Hyphomicrobiaceae a partir del Centro de Recursos Bioinformaticos de Bacterias y Virus
(BV-BRC, http://www.bv-brc.org).!? Para ser incluidos, los genomas fueron evaluados
teniendo en cuenta parametros como calidad del 100 %, ademés de consistencias fina y
gruesa mayor a 95. Los genomas completos que no fueron encontrados en el BV-BRC,

fueron obtenidos de la base de datos Genome del NCBI, y anotados manualmente.

El alineamiento de los genomas se realiz6 igualmente con el programa MUSCLE, vy
posteriormente se realizé analisis filogendmico por el método de Maxima Verosimilitud a
partir del programa RAXML, el cual esta integrado al BV-BRC, y se utilizaron 1 000
réplicas de bootstrap.*>!3) Las especies utilizadas como grupo externo fueron: Rhodobacter
capsulatus DSM 1710, Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 y Caulobacter segnis
ATCC2175.

Resultados y discusion

189



En el presente trabajo se identificaron inserciones en las proteinas ADN ligasa NAD+
dependiente y Serina ARNLt sintetasa, las cuales fueron evaluadas para estimar si estas
constituyen marcadores moleculares utiles para estudios moleculares en el género

Rhodomicrobium.

En cada figura, el nombre cientifico es seguido por el nimero de acceso de la secuencia en
la base de datos. Los puntos muestran identidad con el aminoacido de la primera secuencia
en el alineamiento, y los espacios representan brechas que indican ausencia de la insercion
la cual esta sefialada por un cuadro. La figura 1 muestra parte del alineamiento de la
proteina Serina ARNTt sintetasa, en la que se puede observar una insercién exclusiva del
género Rhodomicrobium, que permite diferenciar a sus miembros del resto de las bacterias
analizadas. En la figura 2 se muestra una insercion de seis aminoacidos en la proteina ADN
ligasa NAD+ dependiente, la cual estd presente en las secuencias de Rhodomicrobium
vannielii y R. udaipurense, pero esta ausente en R. lacus y en el resto de las especies

analizadas.

No existen reportes de marcadores moleculares de tipo insercion distintivos del género
Rhodomicrobium, por lo que estos resultados pudieran ser utilizados en posteriores estudios
para la identificacion de caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas exclusivas del mismo.
Los estudios funcionales y de modelacion estructural han revelado, que los indeles estan
presentes mayormente en los bucles superficiales de las proteinas, y se plantea que los

mismos desempefian un papel esencial en las bacterias portadoras.41%16)
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Fig. 1- Alineamiento de la proteina Serina ARNTt sintetasa que muestra insercion de un aminoéacido

caracteristica del género Rhodomicrobium
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Chelatococcus daeguensis R0R165EWS6 DVSA..A...MGV..ALGR...PI....K.
Cohaesibacter celericrescens WP 101532343.1 .VS.ELAP...EA.CR.DA...MV..C..C
Devosia soli AOAQOFSLDTO ATT.D.AP....A.CR.AE...KIS...A.
Raistia adipata WP 029076177.1 .MSAM.AE..MG...A.AD..LP...R.TL
Lichenibacterium ramalinae WP 129220267.1 .HSG..AA..F..IAR.ARF.LP....TAL
Nitrobacter hamburgensis X14 ZP 00625988 .MTDR.A...H..L.WLRDV..RV...IEL
Otras familias Ngtoacxpeibacte: ruber RLQBB174.1 .LSKR..E..MG..QWLSEI...I....E.
Lichenihabitans psoromatis WP 131196606.1 .MTS..RP..S5G..RA.RR..LP....TAV
Tepidicaulis marinus WP 045444821.1 DVSG..A...MGVI.AMGR...B.......
Phreatobacter oligotrophus MBX9991089.1 «BRR..... SG..AW.RDL..P....TVV
Methylobrevis albus WP 197309799.1 AS.V.AA..F.V.CQ.AA...RV.DR.T.
Pseudoxanthobacter soli WP 073626624.1 .MSRV.ET..FA..GR.GA...QV..R...
Rhabdaerophilum calidifontis WP 150286447.1 MSAM.2M..5G..AR.AR...P....u.
Roseiarcus fermentans WP 113892031.1 VS.PFAA. .HEAIAAMGRE.LP....TKL
Salinarimonas ramus WP 188910592.1 -RMPP.RP...EA.RR.EA...R..... v
Segnochrobactrum spirostomi WP 153483163.1 MSGV.EA...... AR.GR..LPV..R.T
Stappia albiluteola WP 182165483.1 -MSDV..C..ME..R..GD...EI..R...
Lutibaculum baratangense WP 081718313.1 .V8.V.ST8.WGVY.EMRAF.LP...... L
Xanthobacter autotrophicus ATCC BAA-1158 A71G64 .ASD..AE..FGV..A.AR...T..... w
Aurantimonas manganoxydans ATCC BAA-1229 QLYM7S .AS.V.GE..TEV.ARIAGEF..PV.ER.K.
Bartonella quintana Toulouse CAF26355 .VS.TFAAS.ME.MRRLREY..FI...TKS
Beijerinckia indica subsp. indica ATCC 9033 B2IGH4 -AS.E.A...MG..TA.RRE.LEV....QL
Brucella abortus S19 B286P4 .MSDM.A...L1G...V.R¢...PV....K.
Caenibius tardaugens WP 021688949.1 AASHVGGT..C.VMARIAA. .LPIS.ELV.
Dichotomicrobium thermohalophilum WP 119060585.1 TPDTDEWSSHWALL.R.RD...R..KEN..
Filomicrobium insigne WP 090227994.1 .ASS..TE..SGV. .AMGR..LPI..R.TL
Hyphomicrobium denitrificans ATCC 51888 ADJ22077.1 AASK..S...RGV.RA.K...LPV....EI
Hyphomicrobium sp. 32-62-53 oYy01641.1 -M3.FTAE..HG.IARMHR..LPV...T.P
Hyphomicrobium denitrificans INES1 AGR56444.1 ARSK..A...RGV.AA.RE..LPV..... I
Hyphomicrobium denitrificans WP 013214296.1 AASK..S...RGV.RA.K...LPV....EI
Hyphomicrobium nitrativorans NL23 AHB49617.1 -MSDM.A...RG...A.2K..LEV....CL
Hyphomicrobium zavarzinii WP 020085034.1 .MSDM.8.8.NG...A.AH..MPV....TL
Hyphomicrobium album WP 154740014.1 .ASS..A...SGVD.A.AR..LPV.RAA.V
Hyphomicrobium methylovorum WP 181336977.1 AASK.SA...AGVLAA.EA..LPV...L.V
Hyphomicrobium sulfonivorans WP 173953231.1 -ASS..A...SGVD.A.A...LEV...AQV
Hyphomicrobium sp. 99 WP 045838227.1 BAS...A...AGV.AA.KR..LPV....HA
iorabi Limoniibacter endophyticus WP 189490636.1 DAS.PLGK...EV.QR.RD...TV.EE.KL
Eyphomicretiace Methyloceanibacter caenitepidi WP 045366356.1 .AAS..A...WGVY.A.AK...PL...ATL
Methyloceanibacter sp. wino2 WP 108681070.1 DAAS..A...WGVY.A.AR...PL...ARL
Methyloceanibacter superfactus WP 244500175.1 .A.AP.A...WGAYRAMER...PL...2E.
Methyloceanibacter stevinii WP 069445185.1 .ASS..A...WGVY.A.AR...PL...2RL
Methyloceanibacter methanicus WP 069438437.1 .ARS..A...WGVY.A.2K...PL...ARL
Methyloligella sp. GL2 WP 174542131.1 G .VAR..RES.WGVYDAMER...PV..... L
Methyloligella halotolerans WP 069094185.1 A .TGD..A...WGVY.AMRR..LPL....CL
Prosthecomicrobium hirschii WP 054357589.1 A -MARM.RE..MG..QA.G....PI....VL
Prosthecomicrobium pneumaticum WP 183858692.1 A -MSAM.2...1G...A.RA..IP...R.VL
Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 ADP71330.1 AleBececene WG. .JEVRGWG|.ASA..A. .NFGVLCAIHG...PL .PVEI
Rhodomicrobium vannielii WP 013419713.1 AI..A....... WG. [EVRGWG|. ASA. .A. .NFGVLGAIHG...PL .PVEI
Rhodomicrobium udaipurense JA643 RAI93363.1 Al.Bececcse WG. .EVRGWG|.ASA..A..N.GVLCAIHG...PL .PVEI
Rhodomicrobium udaipu:ense WP 081796865.1 AI..A....... WG. .JEVRGWG|.ASA..A..N.GVLGAIKG...PL .PVEI
Rhodomicrobium sp. JAS80 WP 127078633.1 AI.SA...... THG. . .ASA..A..NFGVLGAIHG...PL .PVEL
Rhodomicrobium lacus WP 127078633.1 AI.SA...... THG. . .ASA..A..NFGVLQAIHG...PL .PVEL
Microvirga lotononidis I4YVI6 Blicocanocesninse .VS.M.A...HG.M.C.R.F.LRV...T..
£ Methylocystis silviterrae WP 175092645.1 .I...... .56 .TSA..AN..LGVL.ALRGY.LPV...TTL
Otras familias Mesorhizobium loti PST25158.1 R [ SRR .MSBM.2...1G...T.KA...PV....G.
1 Rhizobium meliloti 1021 Q92NM8 eoeeNeRivecnness .MSAM.A...1G...T.RA...PV....C.
. Rhodobium orientis WP 111435936.1 S...E...K....... .MSD..A....EV.SA.AD...TV..A..L

Fig. 2- Alineamiento de la proteina ADN ligasa NAD+ dependiente que muestra insercion de seis
aminodacidos en Rhodomicrobium vannielii y R. udaipurense, ausente en R. lacus y el resto de las

bacterias analizadas

192



El género Rhodomicrobium es reconocido por su capacidad de crecer en ambientes
extremos, por su versatilidad fisioldgica e importancia ecoldgica en los ciclos del carbono,
nitrégeno y azufre. EI mismo incluye cepas que degradan quimicamente una gran variedad
de compuestos organicos, y son importantes para la agricultura al tolerar las altas
temperaturas que alcanza la materia orgénica durante el proceso de compostaje.
Actualmente, la aplicacion de estas bacterias se ha extendido a otras areas como la
ganaderia, avicultura, porcicultura, asi como para el reciclaje de residuos y el tratamiento

de agua y efluentes.”)

La bacteria R. udaipurense JA643", por ejemplo, es una cepa sicrotolerante que sobrevive
en altas concentraciones de metales.®® Esta cepa presenta genes que codifican enzimas
monooxigenasas, dioxigenasas Yy peroxidasas involucrados en la degradacion de
compuestos aromaticos heterociclicos. Por otro lado, R. vannielii ATCC 17100 y
Rhodomicrobium sp. R_RK 3 han sido identificadas como bacterias capaces de precipitar

metales disueltos como el hierro.*18)

La figura 3 muestra el arbol de Mé&xima Verosimilitud; los nimeros en los nodos internos
se corresponden con los valores de soporte de Bootstrap. La insercién de un aminoacido
presente en la enzima Serina ARNL sintetasa es exclusiva de Rhodomicrobium, y soporta la
monofilia de ese género. Este resultado es congruente con el analisis filogenémico
realizado, y corrobora que el género Rhodomicrobium forma un grupo monofilético
soportado por un valor de bootstrap de 100 % (figura 3), como fue reportado en estudios
previos.®) De esta manera, la insercion constituye un marcador distintivo de
Rhodomicrobium que puede ser utilizado como un caracter molecular complementario en

estudios taxondmicos y filogenéticos.

Del mismo modo, la insercién hallada en la enzima ADN ligasa NAD+ dependiente, es
congruente con el analisis filogenético. Esta insercion esta presente en las especies
Rhodomicrobium vannielii y R. udaipurense, pero ausente en R. lacus. En el arbol
filogenético R. vannielii ATCC 17100 y R. udaipurense JA643 forman un grupo hermano,
soportado por un valor de bootstrap de 100 %, y R. lacus JA980 esta ubicado en una rama

aparte. Este hecho sugiere que la mutacion involucrada en la insercion ocurrié en el
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ancestro comun de las dos especies que lo portan, sefialando a R. lacus como una especie

mas antigua que R. vannielii y R. udaipurense.

100

100

100

100

100

Breoghania corrubedonensis DSM 23382 (GCA_003053845.1)
Rhodobium orientis DSM 11290 (GCA_003258835.1)

Kaistia adipata DSM 17808 (GCA_000423225 1)
Prosthecomicrobium pneumaticum DSM 16268 (JACHO0000000000)

Stappia stellulata DSM 5886 (GCA_000423705.1) \

Pseudoxanthobacter soli DSM 19599 (GCF_900148505.1)
Amormhus coralli DSM 19760 (GCA_000374525.1)
Pinisolibacter aquiterrae MA2-2 (JAJHUJ010000052)
Pleomorphomonas oryzae DSM 16300 (GCA_000422965.1)

Ahrensia kielensis DSM 5890 (GCA_000374465.1)

Bartonella bacilliformis ATCC:35685D-5 (GCF_001559035.1)
Limoniibacter endophyticus KCTC 42097 (GCA_014652835.1)
Phyllobacterium myrsinacearum DSM 5892 (GCA_002980555.1)

Aurantimonas coralicida DSM 14790 (GCF_001463825.1)
Devosia soli GH2-10 (GCF_000970455.1)

Afifella marina DSM 2698 (GCA_900102695.1)
Lichenihabitans sp. PAMC28606 (CP085136)

Beijerinckia mobilis UQM 1969 (GCA_000745425.1)
Roseiarcus fermentans DSM 24875 (GCA_003315135.1)
Salinarimonas rosea DSM 21201 (GCA_000429045.1)
Chelatococcus asaccharovorans DSM 6462 (GCA_003201475.1)
Alsobacter metallidurans CGMCC 1.12214 (GCA_014636935.1)
Blastochloris viridis ATCC 19567 (GCA_001402875.1)
Xanthobacter autotrophicus DSM 432 (GCA_005871085.1)
Nitrobacter winogradskyi Nb-255 (GCA_000012725.1)
Phreatobacter oligotrophus DSM 25521 (GCA_003046185.1)

100
10 1L Rhodomicrobium sp. Az07 (JAHFZG000000000)

100  Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 (GCA_000166055.1)
rI-\[Rhodomicrobium udaipurense JA643 (GCA_000636015.1)

Rhodomicrobium lacus JA980 (GCA_003992725.1)

Dichotomicrobium thermohalophilum DSM 5002 (GCA_003550175.1 > Hyphomicrobiaceae
Methyloceanibacter caenitepidi Gelad (GCA_000828475.1)
Methyloligella halotolerans VKM B-2706 (GCA_001708935.1)
Filomicrobium insigne CGMCC 16497 (GCA_900104305.1)
Hyphomicrobium zavarzinii ATCC 27496 (GCA_000383415.1)

Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 (GCA_000013085.1)

Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 (GCA_000013085.1) Grupo externo

Caulobacter segnis ATCC 21756 (GCA_000092285.1)

Brucella melitensis ATCC 23457 (GCA_000022625.1) Otras familias
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Fig. 3- Arbol filogenomico inferido por el método de Méaxima Verosimilitud a partir de genomas

completos de 39 especies del orden hyphomicrobiales

El trabajo que se propone constituye un aporte al conocimiento de la biologia y genética de
Rhodomicrobium, y sirve de base para futuros estudios relacionados con este género. Para
la especie Rhodomicrobium udaipurense se ha descrito, la capacidad de biosintetizar
diplopteno, diplopterol, bacteriohopanetetrol y aminobacteriohopanetriol, los cuales
constituyen tipos particulares de hopanoides. Estos se han considerado marcadores
biogeoquimicos, y potenciales precursores de los esteroles caracteristicos de organismos
mas complejos.® Los hopanoides contribuyen a mantener la integridad de la membrana en
condiciones drésticas de pH, temperatura extremas y presencia de antibiéticos, de ahi la
importancia del estudio del genoma de R. udaipurense.

Los resultados pueden tener significado practico en el disefio de protocolos de diagnéstico
basados en técnicas de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), asi como para la
identificacion in silico de especies conocidas o nuevas, mediante bisqueda por similitud
con el programa BLASTp. Los marcadores indeles del tipo insercion son muy utilizados en
estudios taxondmicos y evolutivos como caracteres moleculares distintivos a determinados
grupos. Actualmente se utilizan como complemento a los estudios filogenémicos para la

descripcion de nuevas especies bacterianas. %20

En el desarrollo de la sistematica bacteriana, resulta de gran valor la identificacion de
marcadores moleculares o caracteristicas exclusivas de los diferentes grupos de bacterias.
La molécula 16S ARNr es muy conservada, y a pesar de que es muy util para el analisis de
grupos distantes a nivel de phylum, resulta dificil su utilizacion para la diferenciacion de
especies, debido a que no presenta variaciones considerables para la distincion a este nivel
1) todo lo cual corrobora una vez mas el valor de los marcadores moleculares del tipo

insercion como complemento a los métodos tradicionales para la clasificacidn de bacterias.
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Conclusiones

El anélisis de las proteinas permitié la identificacion de inserciones, que pueden ser
utilizadas como marcadores moleculares que complementan los estudios taxonémicos y
filogenéticos en Rhodomicrobium. La insercién de un aminoacido en la proteina Serina
ARNI sintetasa soporta la monofilia de Rhodomicrobium, y permite una distincion a nivel
de género; mientras que la insercién de seis aminoacidos en la ADN ligasa NAD+
dependiente confirma que R. lacus es un grupo hermano de R. vannielii y R. udaipurense.
Los datos presentados representan un aporte tedrico que sirve de base para futuros estudios

bioguimicos y funcionales en las proteinas evaluadas.
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