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Resumen 

Una modalidad en la producción de leguminosas es la utilización de co-inoculantes o formulaciones mixtas 

con consorcios microbianos que actúan positivamente durante el desarrollo y crecimiento vegetal. Se 

estima que los cultivos de leguminosas co-inoculados con rizobios y otras bacterias captan en general más 

nitrógeno (N) que aquellos inoculados con rizobios. En soja, la co-inoculación de bradyrizobios con otras 

bacterias benéficas para las plantas, puede producir un efecto sinérgico que aumente el rendimiento 

vegetal final, con mayores volúmenes de producción. Estudios previos con la cepa bacteriana Delftia sp. 

JD2, capaz de producir auxinas, mostraron que JD2 es capaz de promover el crecimiento y una nodulación 

temprana en alfalfa, trébol y soja en condiciones de co-inoculación con los rizobios correspondientes. El 

presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar tanto la respuesta de las plantas de soja durante la 

asociación soja-bradyrizobios-JD2, como la respuesta de las células bacterianas expuestas a flavonoides, 

mediante dos aproximaciones ómicas. Mediante un estudio metabolómico, se profundizó en aspectos de 

la comunicación desarrollada entre JD2 y soja en conjunto con Bradyrhizobium elkanii U1301 y U1302, 

utilizados en las inoculaciones tradicionales en campo, con foco en los compuestos implicados en esta 

comunicación. Para ello, se trabajó con muestras obtenidas de plantas de soja que crecieron en condiciones 

in vitro e hidroponia, y en macetas e invernáculo, en distintos estadios de crecimiento. Con una estrategia 

basada en cromatografía y espectrometría de masa se estudió la composición en metabolitos secundarios 

presentes en exudados rizosféricos y raíces, principalmente compuestos polifenólicos y fitohormonas. Por 

otra parte, mediante una aproximación de proteómica (shotgun) se analizaron proteínas de los nódulos 

obtenidos de plantas crecidas en macetas. El perfilado polifenólico nos permitió obtener descriptores 

químicos relevantes para la clasificación de muestras de raíces y exudados, en relación con las etapas del 

desarrollo vegetal y los tratamientos de inoculación. Los resultados apoyan la hipótesis de que la 

producción de auxinas por JD2 juega un rol crucial en las mejoras registradas sobre las características 

agronómicas de soja, cuando las semillas son inoculadas juntamente con JD2 y bradyrizobios. A su vez, la 

presencia de genisteína induce en las células de JD2 cambios en la producción de proteínas involucradas 

en la movilidad y la formación de biofilms, importantes en la colonización efectiva de la raíz, que les brinda 

ventajas sobre el modo planctónico de las células. 

 

1. Introducción 

A lo largo de la historia de la humanidad, la agricultura ha sido uno de los principales factores que permitió 

el surgimiento de la civilización. La posibilidad de contar con un excedente de alimentos habría liberado a 

un grupo significativo de individuos de tareas relacionadas a la producción, facilitando el desarrollo de otras 
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actividades necesarias para la consolidación de una sociedad compleja [1]. Si nos remitimos a la actualidad, 

en términos generales dependemos de la agricultura como fuente de alimento [2]. La actividad agrícola es 

una de las actividades humanas más extendidas alrededor del planeta, y de mayor impacto económico, 

social y ambiental, con un 38 % de la superficie terrestre dedicada a la agricultura [3]. 

El trigo, el maíz, el arroz y la soja son, en ese orden, los mayores cultivos a nivel mundial en cuanto al área 

cosechada. De estos cuatro cultivos, es la soja (Glycine max) el que ha experimentado el mayor crecimiento, 

casi duplicándose su área cosechada en los últimos 20 años [4]. 

1.1. La soja: Origen y producción  

La soja es una leguminosa anual perteneciente al género Glycine. Su origen es China, país que fue el mayor 

productor hasta la primera mitad del siglo XX, produciéndose posteriormente un rápido crecimiento del 

cultivo en el continente americano [5]. 

En el año 2020, se produjeron a nivel mundial 353,5 millones de toneladas de soja, concentrándose el 86,7 

% en las Américas. Brasil, Estados Unidos y Argentina fueron los principales países productores en ese año, 

con 121.8, 112.6 y 48.8 millones de toneladas de soja, respectivamente. A su vez, estos tres países son, en 

el mismo orden, los mayores exportadores de soja a nivel mundial. China, por otro lado, es el cuarto mayor 

productor de soja en el mundo, y es también el mayor importador de dicho producto [4]. 

En Uruguay, el cultivo de soja tuvo un importante crecimiento a partir del 2001 [6], manteniéndose como 

uno de los principales cultivos del país durante la última década. Esta oleaginosa es actualmente el cultivo 

más extendido a nivel nacional, con 907.9 mil ha sembradas en la zafra de 2020/2021 [7]. A su vez, el grano 

de soja es uno de los bienes más exportados por el país, solamente por debajo de la carne bovina y la 

celulosa, y representó el 8 % de las exportaciones de bienes en el último año (Informe anual de comercio 

exterior 2021, Uruguay XXI). De acuerdo con la Encuesta Agrícola “Primavera 2021” [8], la intención de 

siembra de soja para la zafra 2021/2022 fue de 980 mil ha, un 7.9 % mayor en comparación con la zafra 

anterior. 

 

1.2. Usos del cultivo 

La soja posee un alto contenido proteico y valor nutricional, lo que lo convierte en un cultivo altamente 

demandado, principalmente a nivel alimenticio. Los granos están conformados por un 36.5 % de proteínas, 

30.2 % de carbohidratos, 20 % de grasas totales, 5 % de minerales, 9.3 % de fibras y 8.5 % de humedad [9] 

A su vez, es uno de los pocos alimentos de origen vegetal que contiene todos los aminoácidos esenciales 

para el humano.  

Dentro de los principales destinos de uso de los granos de soja se encuentran la alimentación (tanto 

humana como animal) y la producción de aceite, ambos con un elevado retorno económico. Existe en el 
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mercado una enorme diversidad de productos para consumo humano a base de soja, tanto fermentados 

como no fermentados, como la leche de soja, salsa de soja y el tofu [10]. A su vez, la proteína de soja es 

frecuentemente utilizada como sustituto o análogo de productos de origen animal [10]. El aceite, luego de 

procesado, puede ser utilizado para alimentación humana, producción de biodiesel, y para la elaboración 

de otros productos industriales menores, como tintas, pinturas y poliéster [11,12]. Los restos obtenidos 

del procesamiento para la producción de aceite se caracterizan por un elevado contenido proteico y son 

mayormente utilizados para alimentación animal.  

Una característica de la soja, común a las leguminosas, es su alto contenido en fitoquímicos o metabolitos 

secundarios vegetales de alto y bajo peso molecular, y muchos de ellos polifenólicos [10,13]. Para las 

plantas los compuestos polifenólicos aportan a la supervivencia, aseguran la polinización, protegen de 

radiación UV y actúan como antioxidantes [14]. Algunas de estas propiedades también se transfieren a la 

salud humana, donde promueven la longevidad celular disminuyendo la incidencia de enfermedades 

crónicas [15]. Un grupo de compuestos presentes en la soja son las isoflavonas, cuyas propiedades 

anticancerígenas han sido ampliamente reportadas [15]. En general, los granos de soja contienen una gran 

variedad de compuestos con efectos benéficos en la salud, relacionados con la prevención de algunos tipos 

de cáncer, riesgo reducido de enfermedades cardiovasculares, protección ante osteoporosis y actividad 

antioxidante, entre otros [16–18]. 

 

1.3. Características del cultivo y requerimiento de nitrógeno  

El cultivo tiene un hábito de crecimiento vertical y frondoso, con flores de color en varios tonos de violeta 

o blanco dependiendo de la variedad [19,20]. La floración es controlada por el fotoperíodo, la temperatura 

y el genotipo [21]. Sus granos se cosechan al final de la madurez reproductiva del cultivo, cuando las hojas 

caen de la planta y el contenido de humedad en las semillas se encuentra entre el 13 y 15 %, lo que permite 

su correcto almacenamiento y evita pérdidas debidas a la ruptura de las semillas [22]. 

Como cultivo de grano, posee un alto requerimiento de nitrógeno (N), el cual obtiene mediante la Fijación 

Biológica de Nitrógeno (FBN) realizada por microorganismos que se asocian simbióticamente con las 

plantas, y mediante la absorción del nitrógeno inorgánico desde el suelo.  

1.4. Fijación Biológica de Nitrógeno  

La FBN es el proceso mediante el cual el N atmosférico (N2) es transformado a N inorgánico en la forma de 

amoníaco (NH3) por ciertos microorganismos fijadores, llamados diazótrofos. Esta transformación tiene un 

elevado costo energético.  Se consumen 16 moléculas de ATP por cada 2 de NH3 generadas. El proceso 

puede resumirse en la siguiente ecuación:  

N2 + 16 MgATP + 8 e− + 8 H+  → 2 NH3 + H2 + 16 MgADP + 16 Pi 
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De esta forma, el N2 gaseoso (el cual es poco reactivo debido a la fortaleza de su triple enlace) se vuelve 

biológicamente disponible y puede ser asimilado por las plantas en compuestos orgánicos, como 

aminoácidos y nucleótidos. 

La reacción es catalizada por el complejo enzimático nitrogenasa, que consta de dos proteínas distintas: la 

dinitrogenasa y dinitrogenasa reductasa [23,24]. Una característica importante de este complejo es su alta 

sensibilidad al oxígeno (O2), en presencia del cual se inactiva. Por ejemplo, Kuzma y col.[25] reportaron una 

reducción en la actividad de la enzima nitrogenasa a concentraciones de O2 tan bajas como 57 nM. Debido 

a ello, los diazótrofos han desarrollado diferentes mecanismos de protección de la nitrogenasa frente al O2 

[26]. Además, la actividad del complejo se afecta frente a la presencia de N combinado (amonio o nitrato) 

[27].  

En suelos y aguas, la FBN es la principal fuente de N asimilable de origen no antropogénico. Se estima que 

aporta 107 Tg N por año a los ecosistemas terrestres de forma natural, y entre 33 y 43 Tg N por año por 

medio de sistemas agrícolas de cultivo, donde el principal aporte corresponde a la FBN realizada por las 

simbiosis rizobio-leguminosa [28–30].  

 

1.4.1. Rizobios y simbiosis 

Los diazótrofos pueden realizar la FBN en vida libre o en asociación con otros organismos. Entre los últimos 

se encuentran los rizobios, bacterias del suelo que conforman un grupo filogenéticamente diverso, con 

representantes de varios géneros dentro de las clases alfa- y beta-proteobacteria [31]. Todos ellos son 

capaces de fijar N2 en asociación endosimbiótica generalmente con plantas leguminosas (Fabaceae). Esta 

asociación tiene como resultado la formación de nuevas estructuras en las raíces, y en algunos casos los 

tallos. En estas estructuras, llamadas nódulos, se alojan los rizobios en forma de bacteroides, tal como se 

describe más adelante [32].  

Los nódulos, formados por tejido vegetal y células bacterianas, presentan en su interior las condiciones 

adecuadas para llevar a cabo la FBN. En ellos, la leghemoglobina, una proteína capaz de unir O2 y facilitar 

su difusión a los bacteroides, permite mantener las condiciones de microaerobiosis necesarias para el 

correcto funcionamiento de la nitrogenasa, sin comprometer la producción del ATP necesario para 

impulsar el proceso [33].  

Durante la asociación rizobio-leguminosa, la planta brinda a las bacterias fotosintatos que permiten su 

crecimiento y proveen la energía necesaria para llevar a cabo la FBN, mientras  las bacterias otorgan a la 

planta el N necesario para su desarrollo [34].  El establecimiento de esta asociación simbiótica resulta de 

un proceso precisamente regulado y de alta especificidad, donde se intercambian señales químicas entre 
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ambos simbiontes que desencadenan respuestas a nivel molecular y celular, con consecuencias a nivel 

fisiológico y estructural.  

La especificidad entre los simbiontes determina que no cualquier rizobio nodule cualquier leguminosa, ni 

viceversa. Las plantas de soja se asocian generalmente a algunas especies del género Bradyrhizobium, 

aunque no es el único género capaz de nodularlas.  Se estima que las plantas de soja pueden obtener entre 

un 50 y 60 % del N necesario para su crecimiento de la FBN realizada por estas bacterias [35]. 

 

1.4.2. Rol de los flavonoides 

Una de las primeras señales intercambiadas entre los simbiontes la conforman los flavonoides, compuestos 

derivados del metabolismo secundario de las plantas, de tipo polifenoles, formados por un esqueleto de 

C6-C3-C6 con diferentes sustituciones y grupos funcionales (Figura 1). Estos compuestos son un producto 

de la vía de los fenilpropanoides y surgen de la transformación de fenilalanina en 4-cumaroil-CoA, el cual 

ingresa finalmente en la vía de biosíntesis de flavonoides [36]. 

 

 

Figura 1. Estructura química de algunos compuestos polifenólicos frecuentemente reportados en soja, 

incluyendo los flavonoides de mayor relevancia en la interacción Bradyrhizobium-soja.  

 

Los flavonoides están involucrados en la mayoría de las interacciones planta-microorganismo conocidas 

[37]. Se han encontrado más de 10000 variantes estructurales de flavonoides en plantas vasculares y una 

gran parte de ellos se han detectado en leguminosas [38,39]. Existen varias sub clases, entre ellas, las 
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flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles e isoflavonas son las más estudiadas [40]. Las isoflavonas son 

casi exclusivas de las leguminosas. En el caso de la soja, en sus granos, raíces y hojas se encuentran 

frecuentemente las isoflavonas  genisteína y daidzeína y el flavonol  quercetina  [41]. En la Figura 1 se 

presenta la estructura general de los flavonoides y aquellos de mayor relevancia para la interacción 

Bradyrhizobium-soja.  

En la simbiosis entre rizobios y leguminosas, los flavonoides son exudados por las raíces hacia la rizósfera, 

donde la combinación de los flavonoides secretados contribuye a la especificidad del reconocimiento entre 

los simbiontes. Al mismo tiempo, actúan como quimioatrayentes del microsimbionte y de otras 

rizobacterias hacia la planta, iniciando el proceso de colonización de las raíces [34,42].  

Una vez en la rizósfera, los flavonoides son captados por los rizobios mediante la unión a factores 

transcripcionales denominados NodD e inducen en las bacterias la expresión de los genes de nodulación, 

o genes nod (Figura 2a). Se cree que el dominio de unión al ligando de NodD funciona como un receptor 

de flavonoides que responde a la presencia de un hospedador compatible. El reconocimiento entre la 

proteína NodD y el o los flavonoides inductores secretados por las raíces es específico y responsable, en 

parte, de la especificidad estricta que existe entre los miembros de las simbiosis rizobios-leguminosa [43]. 

Aún con esta especificidad estricta cumplida, la presencia de NH3 puede reprimir la expresión de los genes 

nod [44]. 

  

1.4.3. Factores de Nodulación 

La expresión de los genes nod en los rizobios deriva en la producción de un grupo de enzimas encargadas 

de sintetizar los Factores de Nodulación (FN, Figura 2a). Los FN son compuestos del tipo 

lipoquitooligosacárido (LCO) que constan de un esqueleto de tres a cinco N-acetil glucosaminas unidas por 

enlaces β1,4. Poseen en su extremo no reductor un ácido graso de saturación y longitud variables, además 

de diversas decoraciones o sustituciones en los extremos reductor y no reductor. La compatibilidad entre 

un par rizobio-leguminosa dado está determinada, en gran medida, por la estructura molecular del FN: por 

la longitud del esqueleto de residuos de N-acetilglucosamina y, principalmente, por la combinación de 

sustituciones que existen en la estructura del FN  [45].  

Los FN liberados por los rizobios son posteriormente captados por las plantas, desencadenado diferentes 

eventos importantes de señalización [32]. Por un lado, se da  la unión en las raíces de los FN a receptores 

de tipo quinasas con dominios de unión a N-acetilglucosaminas de la familia LysM [32,46]. Luego, se 

produce una transducción de la señal que deriva en la expresión en la planta, de genes tempranos de 

nodulación (ENOD, del inglés Early Nodulin genes). Estos genes codifican para nodulinas tempranas en las 

células de la epidermis radicular, involucradas en el desarrollo y funcionamiento del nódulo [32].  
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La proliferación de los rizobios adheridos a la raíz tiene como consecuencia la acumulación de FNs, 

produciéndose importantes cambios en las células de los pelos radicales (Figura 2b). Con la inducción, 

ocurre la reorganización de filamentos de actina y microtúbulos que deriva en la deformación de los pelos 

radicales, atrapando de esta forma a los rizobios adheridos. Estos cambios resultan en la invaginación de 

la pared vegetal con la formación de una estructura tubular llamada hilo de infección (HI) [46]. En el interior 

de estos canales o hilos se ubican los rizobios, los cuales se dividen de forma activa en el extremo del HI. El 

HI atraviesa el pelo radicular y células adyacentes hasta alcanzar el cortex.  

La respuesta a nivel del cortex se encuentra mediada principalmente por cambios en la concentración de 

citoquininas y auxinas, y deviene en la división de las células corticales y formación de un primordio de 

nódulo, o “nódulo en proceso de formación” [32]. Las bacterias llegan a la capa cortical  de la raíz y son  

liberadas al interior de las células del nódulo por medio de un proceso similar a la endocitosis [32,47]. De 

esta forma, los rizobios quedan encapsulados en una membrana vegetal (peribacteroidea) formando una 

estructura similar a un organelo, llamada simbiosoma (Figura 2b).  

Dentro del simbiosoma, los rizobios se diferencian en bacteroides mediante una serie de cambios 

morfológicos y bioquímicos que incluyen la inducción del complejo nitrogenasa que les otorga la capacidad 

para fijar N2  [32,48](Figura 2c). Adicionalmente, la mayoría de los procesos metabólicos en el bacteroide 

se reducen, y en el nódulo se produce y activa la leghemoglobina, de origen vegetal, para secuestrar el 

oxígeno (impidiendo la inactivación de la nitrogenasa). Estos procesos se resumen de forma esquemática 

en la Figura 2. 
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Figura 2. Esquematización del proceso de nodulación dependiente de factores de nodulación; a) liberación 

de flavonoides a la rizósfera por parte de la planta, con la consecuente inducción de la expresión de genes 

de nodulación y síntesis de FN por parte del rizobio; b) deformación de los pelos radicales y formación del 

hilo de infección que culmina con la formación de los simbiosomas; y c) nódulo establecido, en su interior 

se alojan los bacteroides dentro de los simbiosomas, donde se lleva a cabo la FBN.  

 

Los nódulos inducidos por los rizobios pueden ser de dos tipos: indeterminados o determinados. La 

diferencia entre ambos nódulos es la persistencia o no, de un meristemo, que le otorga la característica 

forma alargada o esférica, respectivamente. En soja encontramos nódulos determinados sin meristemo 

permanente por lo que su crecimiento se realiza por expansión celular [49]. 

Una vez establecida la simbiosis, se da un intercambio de nutrientes entre los simbiontes, en el que el 

amonio producido por la FBN es asimilado rápidamente por las plantas como glutamina y transportado a 

los diferentes órganos vegetales [50], en soja principalmente como ureidos [51].   

El mecanismo aquí descrito de infección, mediante la deformación de los pelos radiculares y la formación 

de un hilo de infección, es el que ocurre en soja, es dependiente de FN y es el más habitual y estudiado en 

leguminosas, pero no es el único. Existen otras leguminosas capaces de infectarse con rizobios que ingresan 

a la raíz a través de un mecanismo particular conocido como “crack entry”, a través de heridas o 

frecuentemente mediante penetración intercelular en los puntos de emergencia de las raíces laterales [52].  
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Asimismo, entre ellas se han descrito mecanismos de infección de sus raíces que son independientes de 

FN [53].  

 

1.5. Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal y mecanismos 

Además de los rizobios, existe en el suelo una enorme diversidad de bacterias con diferentes características 

que resultan beneficiosas para el desarrollo de las plantas. Estas Bacterias Promotoras del Crecimiento 

Vegetal (BPCV), que están presentes en la rizósfera, la filósfera y también en el interior de las plantas 

(endófitas), presentan mecanismos muy variados que resultan en la promoción del crecimiento vegetal. 

Los mecanismos a los que se hace referencia pueden clasificarse en dos grandes grupos:  

i) directos, que suministran o facilitan de algún modo la adquisición de nutrientes por las plantas, o que 

modulan los niveles de fitohormonas;  

ii) indirectos, aquellos que disminuyen los efectos adversos de agentes patogénicos sobre el desarrollo 

vegetal [54] (Figura 3). 
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Figura 3. Mecanismos directos e indirectos de promoción del crecimiento vegetal presentes en las BPCV 

(modificado de Figueiredo y col., 2016). ACC desaminasa, enzima desaminasa del ácido 1-

aminociclopropano-1-carboxílico; SOD, superóxido dismutasa; CAT, catalasa; POX, peroxidasa; RSI, 

Resistencia Sistémica Inducida; RSA, Resistencia Sistémica Adquirida; FBN, Fijación Biológica de N2; AIA, 

Ácido indol 3-acético; ABA, Ácido abscísico; GA3, Ácido giberélico. 

 

Entre los mecanismos directos destacan la solubilización de nutrientes como formas inorgánicas de fósforo, 

la FBN por microorganismos diazótrofos (libres o en asociación), la producción de fitohormonas, como las 

auxinas (ej. Ácido 3-indolacético, AIA) o las citoquininas (ej. Trans-zeatina, tZ), y la regulación de los niveles 

de etileno mediante la actividad ACC desaminasa. Algunos de los microorganismos más estudiados que 

presentan algunos de estos mecanismos pertenecen a los géneros Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium, 

entre otros [55]. 

Por otro lado, la exclusión de patógenos por competencia, la producción de antibióticos y sideróforos, y la 

remoción de compuestos tóxicos, son los principales mecanismos indirectos de promoción del crecimiento 

presentes en las BPCV.  Este tipo de mecanismos, también conocidos como de biocontrol, han sido 

ampliamente reportados en cepas de los géneros Pseudomonas y Bacillus [56,57]. 

Algunas BPCV incrementan la tolerancia a diferentes tipos de estrés, por ejemplo, potenciando la 

resistencia sistémica inducida (RSI). La RSI es mediada por microorganismos benéficos de la rizósfera, y 

otorga resistencia a enfermedades al activar mecanismos de defensa inducidos en la planta similares a la 

respuesta que ocurre en interacciones con patógenos [58–62]. A diferencia de la resistencia sistémica 

adquirida (RSA), que es inducida por patógenos, se postula que la RSI no involucra la síntesis de proteínas 
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relacionadas con la patogenicidad, y podría ser independiente del ácido salicílico, aunque requiere del 

ácido jasmónico y del etileno [60–62].  Los géneros de BPCV más reportados como mediadores de RSI son 

Pseudomonas y Bacillus. Varias cepas de ambos géneros son capaces tanto de inducir el sistema de 

respuesta de defensa en plantas como de actuar directamente sobre el patógeno [63].  

Las BPCV pueden también incrementar la tolerancia a estrés abiótico por sequía, salinidad, metales tóxicos, 

exceso de plaguicidas, entre otros [64]. La mejoría en la respuesta de las plantas en condiciones de estrés 

abiótico en presencia de BPCV se relaciona con ciertas capacidades propias de las BPCV que incrementan 

el crecimiento vegetal contrarrestando el efecto negativo del estrés sobre el desarrollo vegetal [65]. 

Algunas BPCV son capaces de reducir la concentración de metales tóxicos (por acumulación o cambios 

redox en sus compuestos) o de biodegradar compuestos orgánicos tóxicos; otras pueden inducir la 

lignificación de las paredes celulares aumentando su resistencia, o afectar la absorción de iones y agua 

[66]. 

Varias BPCV son explotadas a nivel biotecnológico mediante su incorporación en formulaciones 

comerciales que se utilizan para mejorar el rendimiento de los cultivos. En este contexto, las BPCV pueden 

clasificarse en tres grupos: biofertilizantes, fitoestimulantes y biopesticidas. De forma resumida, los 

biofertilizantes comprenden a los microorganismos capaces de colonizar la rizósfera y facilitar nutrientes a 

las plantas, los fitoestimulantes basan su acción en la producción de fitohormonas, y los biopesticidas 

promueven el crecimiento vegetal mediante el control de fitopatógenos [67]. 

Indefectiblemente, la naturaleza no repara en los criterios de clasificación establecidos por los seres 

humanos, y una BPCV puede presentar, al mismo tiempo, diversos mecanismos de promoción del 

crecimiento vegetal.  

 

1.6. Inoculantes microbianos 

La expansión del área agrícola ha sido históricamente una de las soluciones al problema de la creciente 

demanda de alimentos debida al aumento de la población. En las últimas décadas, esta realidad se ha ido 

modificando con el apoyo de nuevas tecnologías que permiten mejoras en el rendimiento de los cultivos y 

con una creciente preocupación por el impacto de la agricultura en el ambiente [68]. Estas circunstancias 

han convertido a los inoculantes microbianos en una opción atractiva para los productores agrícolas, y han 

llevado a que su uso sea una práctica extendida para algunos cultivos. 

Los fertilizantes a base de microorganismos se comercializan desde hace al menos cien años, pero han 

ganado mayor notoriedad en las últimas décadas [69,70]. Son una alternativa tanto para disminuir los 

costos como los efectos adversos asociados con la excesiva o incorrecta utilización de agroquímicos 

(fertilizantes, pesticidas), obteniendo asimismo grandes rendimientos en el cultivo [69,71].  
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Existe en el mercado una enorme variedad de productos a base de microrganismos promotores del 

crecimiento vegetal para una gran diversidad de cultivos. En el caso particular de las leguminosas, el uso 

de rizobios con gran capacidad de nodulación y una eficiente fijación de N2, en conjunto con un buen 

manejo, permite obtener altos rendimientos y contribuir a la reserva de N en el suelo [72]. En muchos 

casos, la inoculación de leguminosas con rizobios es requerida y hasta casi obligada para la producción de 

granos y de forraje. Esto es debido a la ausencia en los suelos de poblaciones de rizobios efectivos, o a su 

presencia en baja proporción, o a su poca competitividad en el suelo [73]. Como ejemplos, en Uruguay, la 

alfalfa se inocula con Ensifer (Sinorhizobium) meliloti y la soja con Bradyrhizobium elkanii en cada ciclo del 

cultivo. En condiciones adecuadas ninguna de estas leguminosas necesita fertilización nitrogenada a lo 

largo del cultivo, ya que todo el nitrógeno requerido para su crecimiento proviene directamente de la FBN 

y del suelo. Algunas semillas de leguminosas incluso se comercializan ya pre-inoculadas con sus rizobios 

correspondientes [74]. 

La mayoría de los inoculantes para leguminosas se basan en un rizobio, aunque algunas excepciones 

utilizan dos o más especies distintas de rizobios, o incluso cepas distintas de la misma especie [68]. El caso 

más típico resulta ser el de los inoculantes utilizados hoy día a nivel nacional para soja, que se basan en 2 

cepas distintas de Bradyrhizobium elkanii. El fundamento para el uso de inoculantes mixtos se basa en la 

diferente eficiencia simbiótica de diferentes rizobios.  

Actualmente, las cepas de B. elkanii U-1301 y U-1302 son las únicas recomendadas en Uruguay para ser 

incluidas en formulaciones de inoculantes comerciales para soja [74]. B. elkanii U-1301 y U-1302 son 

también dos de las 4 cepas de bradyrizobios recomendadas para inoculantes de soja en Brasil donde se 

comercializan bajo la nomenclatura B. elkanii SEMIA 587 y 5019, respectivamente [75]. Recientemente, en 

trabajos realizados en Facultad de Agronomía se verificó la presencia de la cepa de B. japonicum SEMIA 

5080, utilizada en inoculantes de Brasil, en suelos de Uruguay con historia de cultivo de soja, con una alta 

persistencia y gran capacidad competitiva [76]. Además, se reportó la existencia de varias cepas 

“naturalizadas” de bradyrizobios nodulantes de soja. Algunas de estas cepas fueron mejores, en términos 

de eficiencia simbiótica, que la mezcla de B. elkanii U-1301 y U-1302 comercial [77].   

En el mercado local se pueden encontrar diversos productos a base de estas cepas y que incluyen otros 

atributos que les dan valor agregado a las formulaciones, por ejemplo, el agregado de moléculas inductoras 

de la nodulación, el agregado de compuestos que afectan la viabilidad rizobiana sobre las semillas, o el 

superconcentrado de rizobios, tal como se describe a continuación.  

 

1.7 Co-inoculantes para leguminosas 

Un buen inoculante de leguminosas debe ser capaz de aportar un alto número de rizobios efectivos, siendo 

a su vez económicamente viable [78]. Uno de los principales desafíos que enfrentan los inoculantes es la 



   
 

18 
 

sobrevivencia limitada de las bacterias, lo que lleva a que las semillas se inoculen poco tiempo antes de la 

siembra para asegurar un número adecuado de bacterias por semilla cuando esta germina.  Se estima que 

cerca del 10% de la población inicial de bacterias sobrevive al cabo de 24 h de inoculado el producto en las 

semillas [79]. Ante la necesidad de mejorar la “performance” de los productos y obtener mayores 

rendimientos, una estrategia es el desarrollo de formulaciones capaces de contener altos números de 

células viables a lo largo de la vida útil del producto. De esta forma, las semillas inoculadas en diferentes 

momentos pueden recibir la cantidad necesaria de rizobios para una óptima nodulación. Algunas formas 

de mejorar la sobrevivencia incluyen la aplicación de adherentes y anti-desecantes sobre las semillas. 

Otra estrategia utilizada para el mejoramiento de las formulaciones es la adición de moléculas clave en la 

señalización de los procesos que llevan al establecimiento de la simbiosis, como lo son los flavonoides y los 

FN. Estos compuestos se incluyen en los inoculantes como inductores de la nodulación, y pueden llevar a 

mejoras en el rendimiento de los cultivos relacionadas con un mayor número de nódulos en las raíces y 

una mayor FBN [80,81]. Para soja, existen en el mercado distintos productos que aprovechan la capacidad 

inductora de los flavonoides o de los FN, como INDUCER (Lage y Cía., www.lageycia.com) [81], Signum 

(Rizobacter, www.rizobacter.com), TagTeam LCO y Optimize (Bayer, www.cropscience.bayer.us/).  

Más recientemente, la inoculación conjunta de rizobios y otras BPCV (o co-inoculación) ha cobrado mayor 

relevancia. Con la co-inoculación, se pueden utilizar bacterias que actúan de forma sinérgica con los 

rizobios para mejorar la nutrición y/o la salud de los cultivos. La estrategia se basa en el uso de capacidades 

múltiples de promoción del crecimiento vegetal.  Mediante los distintos mecanismos de promoción del 

crecimiento o colaborando en el proceso de infección por los rizobios, las BPCV podrían mejorar 

significativamente el rendimiento final del cultivo [68,82]. Actualmente, se comercializa a nivel nacional 

Rizopack 206HC para soja, un pack que contiene dos inoculantes separados, uno rizobiano (Rizo Liq TOP 

HC), y un bio-controlador fúngico (Rizoderma) (Rizobacter, www.rizobacter.com). A nivel de BPCV no 

rizobianas, RIZOFOS LIQ SOJA (Rizobacter) y RISE P (Salutaguse Parmitehas AS-Lallemand; 

www.lallemandplantcare.com/) son dos productos importados que contienen Pseudomonas fluorescens y 

Bacillus amyloliquefaciens, respectivamente, autorizados para su comercialización en territorio nacional, 

para soja [74]. No existen en Uruguay productos mixtos que combinen dos BPCV en la misma formulación, 

para ningún cultivo.  

A nivel regional, la investigación en co-inoculación en soja es amplia, y la mayoría de los reportes refieren 

al uso combinado de bradyrizobios y Azospirillum [83–86]. Azospirillum es un género de bacterias capaces 

de fijar N2 y de promover el crecimiento vegetal incluso en condiciones ricas en N. Este efecto es atribuido 

a la producción de auxinas y otras fitohormonas por Azospirillum [87–89]. Este género de bacterias es 

comúnmente utilizado en la producción de inoculantes comerciales principalmente para gramíneas 

[68,90,91]. En Uruguay existen insumos formulados con A. brasilense con autorización de venta en para 

cultivos de maíz, trigo, sorgo y cebada [74].  

http://www.lageycia.com/
http://www.rizobacter.com/
http://www.lallemandplantcare.com/
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Otros ejemplos de BPCV que se utilizan en conjunto con rizobios u otras BPCV en el Mundo, son 

Pseudomonas, Bacillus [92], y Delftia (www.lallemandplantcare.com). Masterfix L Dual Force es un 

producto co-inoculante recientemente presentado en Brasil, que tiene la particularidad de contener dos 

bacterias (bradyrizobios y azospirilos) juntas en el mismo producto. Este producto es promocionado como 

el primero de su tipo en el mundo (https://www.stoller.com.br/solucoes/biologicos/dual-force/). 

Dada la importancia del cultivo, surge la necesidad de mejorar los inoculantes para soja con el fin de 

obtener incrementos en el rendimiento del cultivo. En este contexto, la co-inoculación de las semillas con 

bradyrizobios y otras BPCV se presenta como una alternativa prometedora y no explorada en el País, para 

el desarrollo de nuevos productos.  

 

1.8. Técnicas para el análisis masivo de compuestos: Aproximaciones ómicas 

Mientras que el genotipo de un organismo se encuentra determinado por los genes que este posee, los 

que conforman su genoma, la determinación del fenotipo está dada por el genoma, y la influencia del 

ambiente. El flujo de información genética entre el genotipo y el fenotipo se da mediante la transcripción 

del ADN y la traducción del ARN, que resultan en la producción de las macromoléculas que conforman el 

transcriptoma (ARN) y el proteoma (proteínas), respectivamente. Los metabolitos o compuestos de bajo 

peso molecular (CBPM), que suelen ser productos o sustratos de las acciones de las proteínas producidas 

por el organismo, constituyen su metaboloma. El estudio del genoma, el transcriptoma, el proteoma y el 

metaboloma brinda información muy diversa y útil para responder preguntas de la más variada naturaleza. 

Las disciplinas que se encargan de estudiar estos conjuntos de compuestos se conocen como -ómicas 

(genómica, transcriptómica, proteómica y metabolómica). 

Dentro de las aproximaciones ómicas, la genómica y la transcriptómica son las que se encuentran más 

desarrolladas gracias al avance de las tecnologías de secuenciación masiva y de análisis de datos cada vez 

más accesibles. Por otra parte, la proteómica y metabolómica han mostrado un enorme crecimiento en los 

últimos años, facilitado por los avances en técnicas separativas y de espectrometría de masa (MS, del inglés 

Mass Spectrometry). Como resultado de estos estudios se genera un gran volumen de datos, y por ello 

dependen enteramente de la bioinformática y la estadística para lograr obtener información relevante a 

partir de los datos generados.  

Las aproximaciones ómicas se diferencian de los enfoques más tradicionales de investigación basados 

principalmente en hipótesis, y frecuentemente reduccionistas [93]. En las ómicas, en lugar de centrarse en 

una parte del sistema biológico de estudio, el investigador puede realizar un enfoque de todo el sistema 

en momentos determinados. Estos análisis holísticos de sistemas biológicos complejos con la ayuda de 

análisis computacionales y matemáticos, ha permitido el desarrollo de la biología de sistemas. En la biología 

de sistemas se suelen analizar e integrar datos generados mediante la utilización de técnicas de alto 
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rendimiento que permiten analizar cuali- y cuantitativamente distintas situaciones fisiológicas, de 

desarrollo o en distinta localización de muchos miles de productos, sean genes, ARNs, proteínas o 

metabolitos [93]. 

 

1.8.1. Proteómica 

En los últimos años se ha observado un avance sustancial en cuanto a la resolución, precisión y sensibilidad 

de los espectrómetros de masa utilizados para analizar proteínas. La introducción de analizadores de masa 

híbridos con tecnología Orbitrap ha mejorado significativamente los análisis proteómicos, facilitando la 

implementación de aproximaciones “Bottom up”, que implican el análisis de los péptidos liberados de una 

proteína mediante proteólisis [94,95].  

Cuando se utilizan este tipo de aproximaciones para analizar una mezcla de proteínas se lo denomina 

proteómica “shotgun”, término que resulta de su analogía con la técnica utilizada para secuenciar genomas 

[94,96]. Los péptidos analizados son identificados mediante la comparación de los espectros de masa 

generados mediante su fragmentación con espectros de masa teóricos obtenidos por fragmentación in 

silico de proteínas incluidas en una base de datos. Finalmente, se infieren las proteínas mediante la 

asignación de las secuencias peptídicas a las proteínas correspondientes [94].  

A su vez, estas proteínas pueden ser cuantificadas mediante marcaje con isótopos estables o técnicas libres 

de marcaje. Estas últimas presentan la ventaja de no requerir pasos adicionales para el procesamiento de 

las muestras que puedan acarrear un mayor número de errores. 

La cuantificación relativa de la expresión proteica utilizando esta metodología se puede lograr de dos 

formas:  

1) por conteo de espectros, que utiliza la frecuencia con la que se identifica un péptido de una proteína 

como medida de su abundancia relativa; o 

2) por intensidad iónica, que se vale de la señal obtenida mediante cromatografía y MS del pico 

correspondiente a un péptido perteneciente a una proteína.  

La cuantificación relativa de las proteínas detectadas permite realizar comparaciones entre muestras 

obtenidas en distintas condiciones y evaluar sus efectos sobre la expresión proteica. De esta forma se 

pueden identificar los procesos que se ven afectados en las distintas condiciones y seleccionar proteínas 

de interés para análisis posteriores.  
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1.8.2. Metabolómica 

El estudio del metaboloma implica el análisis de una gran variedad de CBPM con diferentes propiedades y 

que pueden estar presentes en un amplio rango de concentraciones, lo que le confiere una elevada 

complejidad. En consecuencia, se requieren técnicas y herramientas analíticas muy poderosas para 

enfrentar este tipo de análisis [97].  

Las dos técnicas analíticas más comúnmente utilizadas en metabolómica son la Resonancia Magnética 

Nuclear (NMR, del inglés Nuclear Magnetic Resonance) y la MS.  Esta última cuenta con una mayor 

sensibilidad, y su utilización en conjunto con técnicas de separación cromatográfica la vuelven 

particularmente útil para el estudio del metaboloma vegetal [97,98]. Adicionalmente, la introducción de 

tecnologías de MS de alta resolución (HRMS, del inglés High Resolution Mass Spectrometry) como los 

sistemas basados en Orbitrap, son grandes aliados de la metabolómica. Las principales ventajas de los 

instrumentos basados en Orbitrap para estudios de metabolómica por HRMS incluyen alto poder de 

resolución, excelente exactitud de masa, flexibilidad en la elección de la fuente de iones o técnica de 

fragmentación y capacidad de realizar MSn permitiendo una identificación de metabolitos más 

confiable o caracterizar compuestos [99,100] 

Mediante las aproximaciones metabolómicas se estudia el perfil de metabolitos presentes en muestras 

biológicas en determinados momentos. Estos enfoques, que pueden ser dirigidos o no dirigidos, pretenden 

tanto detectar cambios como elucidar los procesos biológicos que llevan a ellos [99]. 

Las aproximaciones metabolómicas dirigidas apuntan a analizar, y en lo posible cuantificar, un número 

limitado de compuestos pertenecientes a un grupo definido a priori. En cambio, las aproximaciones no 

dirigidas se basan en el estudio de todos los metabolitos extraídos que puedan ser detectados [100,101]. 

En conjunto, estas técnicas permiten evidenciar cambios entre los distintos grupos de muestras, 

seleccionar marcadores para estos cambios y estudiar los mecanismos que dan lugar a los mismos.   

El conjunto de CBPM presentes en las plantas depende de su metabolismo primario y secundario. El 

primero resulta en la producción de una serie de compuestos esenciales para el crecimiento y desarrollo 

vegetal, y sus estructuras y abundancia se encuentran altamente conservadas. Por otra parte, como 

producto de su metabolismo secundario las plantas producen una gran variedad de compuestos con 

diversas funciones relacionadas a la interacción con el ambiente biótico y abiótico [102]. Son estos últimos 

compuestos los responsables de la mayor parte de la diversidad metabólica encontrada en las plantas, 

debido a que difieren ampliamente entre los distintos linajes y presentan vías de biosíntesis generalmente 

restringidas a géneros específicos [102].  

Los polifenoles son una clase de compuestos producidos como consecuencia del metabolismo secundario 

de las plantas. Existe en la naturaleza una gran diversidad de estos compuestos, con una variedad de 



   
 

22 
 

funciones, como la protección contra radiación UV, la defensa contra patógenos y herviborismo, 

pigmentación, señalización y comunicación con microorganismos [103–105].  

Un tipo de polifenoles, los isoflavonoides, conforman una de las primeras señales intercambiadas en la 

interacción entre las leguminosas y los rizobios, tal como se describió anteriormente (Sección 1.4), 

evidenciando la importancia de estos compuestos en el establecimiento de esas asociaciones simbióticas. 

Los polifenoles presentan una gran versatilidad, lo que permite a las plantas responder adecuadamente a 

diferentes condiciones adversas [103]. Consecuentemente, el estudio de este grupo de compuestos en 

muestras de origen vegetal sometidas a distintos tratamientos de inoculación con BPCV puede ayudarnos 

a develar los distintos mecanismos que subyacen al efecto benéfico causado por estas bacterias.  

Otro grupo de compuestos que brindan a las plantas una gran capacidad de respuesta a estímulos exógenos 

son las fitohormonas. Además de su rol crucial en la regulación del crecimiento y desarrollo vegetal, estas 

moléculas participan en los mecanismos de resistencia o tolerancia a estrés biótico y abiótico [106,107]. Es 

así como la producción de fitohormonas puede darse en las plantas tanto como consecuencia de presiones 

ambientales, como también por cambios en el desarrollo y crecimiento que se encuentran genéticamente 

programados [106,107]. Algunas bacterias tienen la capacidad de producir fitohormonas o regular su 

concentración en las plantas, tal como se describió en la Sección 1.5 y en la Figura 2 [91]. El estudio de las 

fitohormonas en sistemas de interacción planta-bacteria resulta particularmente relevante para explicar 

los efectos causados por la interacción. En la Tabla 1 se resumen los principales efectos de los distintos 

grupos de fitohormonas.  
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 Tabla 1. Principales grupos de hormonas vegetales y sus efectos [108,109]. 

Grupo Efectos Ejemplos 

Auxinas 

Desarrollo radicular Ácido 3-indolacético (AIA) 

Crecimiento celular  
Elongación del tallo  
División cellular  
Diferenciación de tejido vascular  

Giberelinas 

Elongación del tallo Ácidos giberélicos (GA1 

Inducción de la germinación y GA4) 

Crecimiento de frutos  

Citoquininas 

División cellular Zeatina 

Morfogénesis del tallo  
Crecimiento de yemas axilares  
Desarrollo de cloroplastos  

Etileno 

Inducción de RSI  
Maduración de frutos  
Abscisión de hojas y frutos  
Senescencia de hojas y flores  
Salida de la dormancia  

Ácido abscícico 

Cierre de estomas  
Inhibición del crecimiento del tallo  
Inducción de síntesis de proteínas de almacenamiento  
Rol en la defensa ante ataques de insectos  
Promoción de crecimiento radicular  
Respuesta a estrés hídrico  

Jasmonatos 

Inducción de RSI Ácido jasmónico (AJ) 

Inhibición del crecimiento  AJ metil éster 

Inhibición de la germinación  
Promoción de la senescencia  
Maduración de frutos  
Abscisión  

Salicilatos 
Inducción de SAR Ácido salicílico (AS) 

Inhibición de biosíntesis de etileno  

Brasinoesteroides 

Elongación del tallo  
Inhibición del desarrollo radicular  
Promoción de biosíntesis de etileno   

 

1.9. Antecedentes 

Delftia sp. JD2 es una Beta-proteobacteria de la familia Comamonadaceae, originalmente aislada de una 

muestra de suelo contaminado con metales pesados [110,111]. JD2 es una cepa capaz de reducir 

enzimáticamente Cr(VI) a su forma menos tóxica de Cr(III), producir sideróforos y auxinas [112]. A su vez, 

es capaz de promover el crecimiento vegetal en alfalfa, trébol y soja, cuando es co-inoculada en semillas 
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junto con los rizobios compatibles correspondientes [112–114]. Particularmente en alfalfa, los metabolitos 

secundarios producidos por efecto de la co-inoculación con Ensifer meliloti U143 y Delftia sp. JD2 presentan 

la capacidad de promover el crecimiento vegetal de plantas inoculadas. A su vez, se constató la colonización 

de las raíces de alfalfa por parte de JD2 comenzando por las raíces laterales emergentes, y observándose 

células bacterianas presentes a lo largo de la raíz y la superficie de los nódulos a los 7 días luego de la 

inoculación [115]. En términos productivos, las plantas de alfalfa cuando son co-inoculadas con E. meliloti 

y JD2 presentan mayor número de nódulos, una nodulación temprana y una mayor biomasa aérea.  

En estudios previos en soja, la co-inoculación de las semillas con B. elkanii y JD2 tuvo como consecuencia 

una mayor nodulación en ensayos in vitro, así como un aumento de la biomasa radicular y de la altura de 

la parte aérea de plantas en un estadio de cuarto nudo (V4) en condiciones de invernáculo. A su vez, se 

registró una mayor acumulación de N total y ureidos en plantas co-inoculadas crecidas en invernáculo, 

cosechadas durante el estadio reproductivo de floración completa (R2). Los efectos de la co-inoculación se 

vieron también reflejados en la producción de granos, con un mayor índice de cosecha para plantas co-

inoculadas cosechadas en estadio de madurez completa [113].  

JD2 actuaría como “helper”, término acuñado para Azospirillum [116] en referencia a la mejora que se 

produce tanto en la capacidad de nodulación como en la FBN en algunas leguminosas cuando se co-

inoculan estas bacterias con los rizobios. A nivel global existen productos a base de cepas de Delftia para 

leguminosas, que no se comercializan en Uruguay. Para soja encontramos las formulaciones BioBoost, y 

LALFIX, comercializadas por Lallemand (Canada, www.lallemandplantcare.com). Ambas están basadas en 

la inoculación conjunta de cepas de Bradyrhizobium con una cepa de Delftia acidovorans. 
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2. Hipótesis de trabajo  

Las hipótesis de investigación predicen que:  

• Durante la asociación entre Delftia sp. JD2, B. elkanii y las plantas de soja se producen cambios en 

las raíces y la rizosfera asociados a la promoción del crecimiento vegetal. 

• La exposición a la isoflavona genisteína produce cambios celulares en JD2. 

 

3. Objetivo general 

Caracterizar la respuesta de las plantas de soja inoculada o co-inoculada con JD2, y la respuesta de 

esta cepa expuesta a genisteína, mediante aproximaciones ómicas. 

 

3.1. Objetivos específicos 

• Evaluar el perfil metabólico de muestras de raíces y exudados de plantas inoculada o co-inoculada 

con JD2. 

• Estudiar el efecto de la co-inoculación de plantas de soja con la cepa JD2 sobre la expresión de 

proteínas en nódulos. 

• Analizar la expresión de proteínas celulares en Delftia sp. JD2 expuesta a genisteína. 

 

3.2. Estrategia 

Para cumplir con los objetivos propuestos, se plantea la utilización de dos aproximaciones ómicas: 

metabolómica y proteómica. Por un lado, evaluar la composición de raíces y exudados rizosféricos 

mediante aproximaciones metabolómicas dirigidas y no dirigidas. Por otra parte, se propone analizar el 

efecto de JD2 sobre la expresión de proteínas en nódulos de plantas de soja y la expresión de proteínas 

celulares de JD2 en presencia de genisteína, utilizando la aproximación proteómica de “shotgun” (Figura 

4). 
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Figura 4. Esquema de la estrategia planteada para llevar a cabo los objetivos del trabajo. Se esquematizan 

los tipos de muestras estudiados (nódulos, exudados y raíces, y proteínas celulares de JD2), su origen 

(interacción tripartita soja-bradyrizobios-JD2, y cultivo de JD2 en presencia de genisteína) y las 

aproximaciones utilizadas para su análisis. 
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4. Materiales y métodos 

4.1. Cepas bacterianas y material vegetal 

Para todos los ensayos de inoculación, tanto in vitro como en macetas, se utilizaron las cepas rizobianas B. 

elkanii U1301 y U1302, y la BPCV Delftia sp. JD2. Ambas cepas de B. elkanii fueron facilitadas por el 

Ministerio de Ganadería, Agricultura y Pesca (MGAP). La cepa Delftia sp. JD2 forma parte de la colección 

de microorganismos de nuestro grupo de investigación.  

Las cepas de B. elkanii crecieron en medio YEM [117] (Anexo 1). Por otro lado, JD2 creció en medio TY 

(Anexo 1) para los ensayos de inoculación de plantas, y TY diluido al décimo para los análisis de la expresión 

proteica en presencia de genisteína.  

Las semillas de soja y utilizadas fueron de la variedad GE 590ci (https://www.gye.com.uy/), un cultivar de 

ciclo largo (ciclo V), suministradas por la empresa Lage y Cía. (https://www.lageycia.com/). 

 

4.2. Obtención de muestras 

4.2.1. Obtención de muestras de raíces 

Con el fin de comprender los efectos causados por la co-inoculación, se estudió la composición química de 

raíces de plantas de soja sometidas a los distintos tratamientos de inoculación. Para ello, se trabajó con 

muestras de plantas crecidas en invernáculo obtenidas en el marco del proyecto de tesis de maestría de la 

Mag. Célica Cagide [113,118]. Brevemente, semillas de soja desinfectadas superficialmente fueron 

sembradas en macetas conteniendo una mezcla de tierra-arena-vermiculita (2:2:1) e inoculadas de 

acuerdo con los tratamientos especificados en la Tabla 2. La inoculación con U1301 y U1302 se llevó a cabo 

utilizando el inoculante comercial LIQUIK (Lage y Cía., https://www.lageycia.com/producto.php/14), 

siguiendo las indicaciones del productor e implementando las concentraciones detalladas en la Tabla 2.   

Las plantas crecieron en condiciones de invernáculo, con un rango de temperatura entre 15 y 30 °C, y un 

fotoperíodo de 16/8 h de luz/oscuridad, controlado utilizando tubos Gro-lux (Gro-luxTM, Sylvania). Los 

riegos se realizaron con aproximadamente 250 ml de agua, solución de hiperfosfato 1 g/L y medio nutritivo 

Jensen al 10 % (Anexo 1), alternadamente.  

Las plantas se cosecharon en los estadios de cuarto nudo (V4, 30 días aprox.) y floración completa (R2, 90 

días aprox.). Las raíces fueron separadas, lavadas con agua y los nódulos extraídos. Finalmente, las raíces 

fueron liofilizadas, molidas y almacenadas a 4°C hasta su uso. Más detalles de la metodología de obtención 

de las muestras de raíces se encuentran en los trabajos de Cagide (2017) y Cagide y col. (2018) [113,118]. 

 

https://www.gye.com.uy/
https://www.lageycia.com/
https://www.lageycia.com/producto.php/14
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4.2.2. Obtención de muestras de exudados 

El enfoque utilizado para el estudio de la interacción triple entre bradyrizobios, JD2 y soja implicó la 

caracterización de las señales intercambiadas entre estos organismos en etapas tempranas de la 

interacción. Para ello, se realizaron estudios comparativos de la composición química de exudados 

radiculares de plantas de soja crecidas en condiciones in vitro e hidroponía, e inoculadas con los 

microorganismos de interés. A continuación, se detalla la metodología utilizada para la obtención de los 

exudados.  

4.2.2.1. Desinfección de semillas y germinación 

Las semillas de soja se lavaron con agua destilada estéril en agitación por 1 min, se incubaron en una 

solución de NaClO al 2 % por 15 min en agitación, y se lavaron repetidas veces con agua destilada estéril. 

Finalmente, las semillas desinfectadas se colocaron en placas de Petri conteniendo agar-agua (0,8 %) y se 

incubaron por 48 h a 30 °C y oscuridad, permitiendo su germinación. 

Se realizaron controles de desinfección utilizando el agua correspondiente al último lavado de las semillas. 

Esta solución fue sembrada en placas de Petri conteniendo medio YEM sólido o TY sólido que se incubaron 

en estufa a 30 °C y oscuridad por 2-3 días.  

 

4.2.2.2. Crecimiento en condiciones in vitro e hidroponía  

Se utilizaron soportes de papel de filtro Whatman Nº1 plegado, de forma similar a como se describe en 

[119], y en la Figura 5, con adaptaciones para frascos de vidrio cilíndricos para compotas. Cada frasco 

contenía 250 ml de medio salino Somesagaran y Hoben (S-H, Anexo 1) al 10%. El soporte de papel se 

dispuso de forma tal que la boca del frasco quedó tapada por el papel, quedando el segmento inferior del 

soporte en contacto con el medio líquido. La parte superior del frasco fue cubierta con papel de aluminio 

para su esterilización en autoclave. Posteriormente, y en condiciones de esterilidad, se trasplantaron a los 

soportes de papel, en las bocas de los frascos entre 3 y 7 plántulas por frasco ubicando la raíz emergente 

hacia el interior del papel. Luego de sembradas, se cubrió nuevamente la parte superior con papel de 

aluminio estéril.  
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Figura 5. (A) Esquematización de la confección del sistema de crecimiento de plantas en condiciones de 

hidroponía, para la obtención de exudados rizosféricos. 1) Secuencia de pliegues para el armado de 

soportes de papel de filtro; 2) Medio salino S-H, para crecimiento de plantas; 3) Frascos de vidrio estériles; 

4) Semillas de soja desinfectadas superficialmente y germinadas; 5) Soporte de papel de filtro en contacto 

con el medio salino, con las semillas de soja prontas para ser inoculadas y 6) Sistema de hidroponía cerrado 

con un frasco de vidrio estéril adicional, con las plantas de soja creciendo en su interior.  Esquema adaptado 

de Riviezzi et al., 2021a. (B) Fotografías del sistema de crecimiento tomadas durante el desarrollo de los 

experimentos. 

A 

B 
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Las plántulas se mantuvieron en cuarto de cultivo a 26°C por 48 h (largo de raicillas de 2-3 cm), luego de 

las cuales se realizó la inoculación en condiciones de esterilidad, implementando los tratamientos de 

inoculación detallados en la Tabla 2. 

La inoculación se realizó directamente sobre la raíz principal emergente de cada plántula, con 100 µl de 

solución bacteriana en concentraciones 10 veces mayores que la concentración final para cada cepa 

(indicadas en la Tabla 2).   Luego de la inoculación, se colocó un frasco de vidrio cilíndrico estéril invertido 

sobre la boca de cada frasco conteniendo las plántulas, para permitir el desarrollo de la parte aérea vegetal 

en condiciones asépticas (Figura 5).  

Las plantas crecieron a 26°C, con un fotoperíodo de 16/8 h de luz/oscuridad controlado por medio de tres 

tubos Gro-lux (Gro-luxTM, Sylvania), por períodos de 4, 7 y 15 días post-inoculación (dpi). Los experimentos 

contaron con 9 réplicas (9 frascos) correspondientes a cada tratamiento.  

 

Tabla 2. Tratamientos de inoculación implementados en los experimentos con plantas 

Tratamiento Microorganismo Descripción 

COINO B. elkanii U1301 y U1302, 
Delftia sp. JD2 

Inoculación con 107 UFC/semilla de U1301 y 
U1302, y 106 UFC/semilla de JD2 

BRADY B. elkanii U1301 y U1302 Control positivo: inoculación con 107 
UFC/semilla de U1301 y U1302 

JD2 Delftia sp. JD2 Inoculación con 106 UFC/semilla de JD2 
CONTROL Sin inocular Control negativo: plantas sin inocular, tratadas 

con 100 µl de buffer fosfato (Anexo 1) 

 

4.2.2.3. Colecta de exudados 

Se colectó el medio de hidroponia conteniendo los exudados rizosféricos a los 5, 7 o 15 dpi. El medio 

colectado se filtró utilizando primero papel de filtro Whatman Nº1 para eliminar restos de semillas y 

plántulas, y luego membranas de nylon con tamaño de poro de 0,45 µm, para eliminar las células 

bacterianas. Los exudados se liofilizaron y almacenaron a 4°C hasta su posterior análisis. 

4.2.2.4. Controles de recuperación 

Alícuotas de una muestra de exudado de cada tratamiento fueron sembradas en placas de Petri 

conteniendo medio YEM sólido, TY sólido o YEM sólido con adición de Cr (VI) en una concentración de 0,5 

mM. Las placas se incubaron en estufa a 30°C y oscuridad por 5 días, para corroborar la presencia de los 

microorganismos inoculados y ausencia de contaminación. 
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4.2.3. Obtención de muestras de nódulos 

Los nódulos se obtuvieron de plantas crecidas en macetas de 1 Kg y condiciones controladas. Se sembraron 

tres semillas de soja desinfectadas superficialmente en cada maceta. Las macetas contenían vermiculita 

esterilizada mediante autoclave. La inoculación se realizó directamente sobre las semillas al momento de 

la siembra, de acuerdo con los tratamientos COINO y BRADY descritos en la Tabla 2. Pasados 10 días luego 

de la siembra e inoculación se eliminaron dos plantas de cada maceta, de forma tal que se mantuvo una 

única planta por maceta hasta el final del ensayo. Las plantas se cosecharon luego de 49 días de crecimiento 

a 26°C con un fotoperíodo de 16/8 h de luz/oscuridad y riegos alternados con agua, hiperfosfato (1g/L) o 

medio Jensen diluído al 10% (Anexo 1).  

Los nódulos se separaron de las raíces, se lavaron con agua destilada, se pesaron (peso fresco de nódulos, 

PFN), se congelaron con nitrógeno líquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso. Las raíces y partes aéreas 

vegetales se secaron a 60°C hasta alcanzar un peso constante (peso seco de parte aérea, PSA; y raíces, PSR). 

Los datos de PSA, PSR y PFN fueron sometidos a análisis estadístico utilizando el paquete InfoStat [120], 

con comparaciones post hoc basadas en el test DGC (p > 0.05). 

4.3. Análisis proteómico 

Con el fin de evaluar cambios en la expresión de proteínas en los nódulos en función de la inoculación, se 

llevó a cabo un análisis proteómico de secuenciación mediante una aproximación de shotgun/bottom up 

proteomics. De esta forma, realizando un análisis de cuantificación relativa (label free quantification) es 

posible inferir la identidad de las proteínas presentes en los nódulos y comparar sus niveles en las distintas 

condiciones de inoculación [94].  

Por otra parte, se estudió el efecto de uno de los principales flavonoides producidos por la soja, la 

genisteína, sobre la expresión proteica en la cepa Delftia sp. JD2 utilizando la misma aproximación. A 

continuación, se detalla el procedimiento de obtención de proteínas de nódulos y de JD2.  

 

4.3.1. Extracción de proteínas de nódulos 

La extracción de proteínas de nódulos se realizó de acuerdo con el protocolo de Larrainzar y col. (2007) 

[121], con modificaciones. Brevemente, aproximadamente 100 mg de nódulos congelados en nitrógeno 

líquido se maceraron en mortero agregando 500 µl de buffer de extracción (Anexo 1). El macerado se 

centrifugó por 15 min a 2000 rpm y 4°C. El pellet, que contiene a los simbiosomas, se lavó con buffer de 

extracción, retomado en 500 µl de buffer fosfato (Anexo 1) y se sonicó (disrupción celular) tres veces 

durante 15 s en frío. Finalmente, se centrifugó por 15 min a 10000 g y 4 °C. El sobrenadante, que contiene 

las proteínas del simbiosoma, se congeló a -20 °C, liofilizó y retomó en 150 µl de buffer fosfato. Las 

proteínas totales se cuantificaron mediante el método de Bradford [122]. 
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4.3.2. Obtención de proteínas celulares de JD2 

Se prepararon cultivos de JD2 en medio TY diluido al décimo, en presencia y ausencia de genisteína 20 µM 

(disuelta en dimetilsulfóxido (DMSO)). Las células se recuperaron cuando los cultivos alcanzaron una 

DO620nm de entre 0,16 y 0,18 mediante centrifugación (15 min a 10000 rpm y 4 °C) y se lavaron con buffer 

fosfato 50mM (pH 7, anexo 1). Para la extracción de proteínas, las células se suspendieron en buffer fosfato 

mediante agitación por 30 min a 4°C, se sonicaron 3 veces por 15 s en frío (Ultrasonic Homogenizer 4710 

Series, Cole-Parmer) y se incubaron a 4 °C en agitación por 30 min.  La suspensión se centrifugó por 15 min 

a 10000 rpm y 4 °C y el sobrenadante se guardó a -20 °C hasta su uso. Se realizaron 3 réplicas biológicas 

para cada condición. Las proteínas totales fueron cuantificadas mediante el método de Bradford [122]. 

 

4.3.3. Shotgun/Cuantificación relativa de proteínas 

Para el análisis de las muestras se utilizó el servicio de secuenciación de proteínas por MS del CEQUIBIEM 

(Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de Masa, Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales, Universidad de Buenos Aires). 

Se llevó a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) con una alícuota de 35 µg 

de proteínas de cada muestra (nódulos o bacterias), que se dejaron ingresar aproximadamente 1 cm en el 

gel separador. El gel fue teñido con Coomasie G-250. Las bandas resultantes de cada muestra fueron 

escindidas del gel y almacenadas en tubos de 1,5 ml a 4 °C hasta ser enviadas al servicio de secuenciación.  

El primer análisis realizado fue un análisis exploratorio sobre muestras proteicas de exudados en el que no 

se realizaron cuantificaciones. Este análisis exploratorio permitió examinar las muestras en composición y 

distribución de proteínas en función de su origen.  A continuación, se realizaron análisis completos de 

detección, identificación y cuantificación de proteínas. Para la detección, las proteínas contenidas en el gel 

fueron digeridas con trispina, desaladas utilizando puntas ZipTip C18 y analizadas mediante nanoHPLC 

(EASY-nLC 1000, Thermo Scientific, Estados Unidos) acoplado a un espectrómetro de masa con tecnología 

Orbitrap (Q-Exactive, Thermo Scientific, Estados Unidos).  La separación cromatográfica de los péptidos se 

logró utilizando una columna de fase reversa Easy-Spray Column PepMap C18 (2 m, 100 A, 75 m x 500 

mm; Thermo Scientific, Alemania). El método de ionización fue mediante electrospray (EASY-SPRAY, 

Thermo Scientific, Estados Unidos), aplicando un voltaje de spray de 2,50 kV. Los espectros de masa fueron 

adquiridos en modo Full MS (70000 FWHM) y MSMS (17500 FWHM), y polaridad positiva. La adquisición 

en modo MSMS se realizó únicamente con los 15 picos de mejor relación señal/ruido de cada ciclo de 

medición.  
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4.3.4. Análisis de datos 

El análisis de los datos de MS fue llevado a cabo en Facultad de Ciencias (UdelaR), Sección Bioquímica1, 

utilizando el software MaxQuant (v. 1.6.12.0) para la identificación y cuantificación de proteínas [123]. Los 

espectros MS/MS se compararon con los proteomas de Delftia sp. JD2 (UP000093107), para el análisis de 

proteínas celulares de JD2, y de B. elkanii (UP00032215) y soja (UP000008827) mediante el “plug-in” 

Andromeda. Todos los proteomas fueron obtenidos de la base de datos UniProt (The UniProt Consortium, 

2021; https://www.uniprot.org).  La cuantificación relativa libre de marcaje (LFQ, Label Free Quantification) 

fue realizada utilizando el algoritmo MaxFLQ [124]. 

Los datos procesados con MaxQuant fueron posteriormente analizados mediante el software Perseus (v. 

1.6.14.0) [125]. Las intensidades obtenidas mediante LFQ fueron transformadas mediante logaritmo con 

base 2, y solo las proteínas cuantificadas en al menos dos muestras de cada condición fueron tomadas en 

cuenta para el análisis estadístico. Los cambios significativos en la abundancia de una proteína entre 

condiciones distintas fueron evaluados mediante test-t de Student. Aquellas proteínas con un p-valor < 

0.05 y un “fold-change” > 2 fueron consideradas como significativamente reguladas. Se define fold-change 

(FC) como la medida del cambio observado entre dos condiciones, dada por la razón entre los valores 

registrados para el mismo parámetro en ambas condiciones 

 

4.4. Metabolómica 

El análisis de las muestras se centró en el perfilado metabólico de las mismas, con especial énfasis en la 

composición de flavonoides y otros polifenoles, y la presencia de fitohormonas. Dicho análisis se llevó a 

cabo mediante cromatografía líquida acoplada a MS de alta resolución (UHPLC-HRMS, del inglés Ultra-

High-Performance Liquid Chromatography-High Resolution Mass Spectrometry), utilizando una fuente de 

ionización por electrospray (ESI, del inglés ElectroSpray Ionization) (UHPLC-ESI-HRMS, Orbitrap).  

 

4.4.1. Perfilado metabólico y estudio polifenólico 

Los análisis fueron realizados en colaboración con el grupo de Cromatografía, Electroforesis Capilar y 

Espectrometría de Masa (CECEM), en la Facultad de Química, Universidad de Barcelona (UB)2.  

 

 
1 Agradecimiento especial al Lic. César García Laviña por la ayuda con el análisis de los datos de espectrometría de masa. 
2 Los análisis metabolómicos se realizaron en el marco de una estancia de investigación financiada por ANII, con código 

MOV_CA_2018_1_149867 bajo la dirección del Dr. Oscar Núñez. 

https://www.uniprot.org/
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4.4.1.1. Extracción de compuestos desde raíces y exudados 

Para la extracción de los compuestos presentes en raíces de plantas cosechadas en los estadios V4 y R2 

(Sección 4.2.3.), se adicionó 1 ml de metanol 80 % a 50 mg de muestra y se mezcló en vortex por 30 s. 

Luego de 10 min de incubación en baño de ultrasonido (5510 Branson ultrasonic bath, Hampton, NH, USA), 

las muestras se centrifugaron a 4800g por 15 min, se filtraron utilizando filtros de nylon de 0,22 µm y 

finalmente fueron guardadas a -20 °C hasta su utilización.  

El análisis de exudados se realizó sobre muestras correspondientes a 7 y 15 dpi (Sección 4.2.2.). Se adicionó 

a cada muestra de exudados liofilizados 300 µl de metanol 80 %, se mezcló en vortex por 30 s y se continuó 

con los mismos pasos de extracción de compuestos descritos para las raíces.  

 

4.4.1.2. Análisis mediante UHPLC-ESI-HRMS 

El análisis cromatográfico de las muestras se llevó a cabo utilizando un equipo Accela UHPLC (Thermo Fisher 

Scientific, San Jose, CA, USA) equipado con una bomba cuaternaria, un “autosampler”, y un horno de 

columna. Una columna de fase reversa Ascentis Express C18 (150 x 2.1 mm, 2.7 μm) (Supelco, Bellefonte 

PA, USA) fue utilizada para la separación cromatográfica. 

El método cromatográfico consistió en un gradiente de elución basado en solución acuosa de ácido fórmico 

0,1 % (Solvente A) y acetonitrilo conteniendo 0,1 % de ácido fórmico (Solvente B), como se describe a 

continuación: 0-1 min, condiciones isocráticas con 10 % de B; 1-20 min, gradiente lineal desde 10 % a 95 % 

de B; 20-23 min, escalón isocrático con 95 % de B; 23-24 min vuelta a condiciones iniciales con 10 % de B; 

y desde 24 a 30 min, condiciones isocráticas con 10 % de B para reequilibrar la columna. La velocidad de 

flujo de la fase móvil fue de 300 μl/min, y el volumen de inyección (en modo “full loop”) fue de 10 μl.  

El equipo de UHPLC fue acoplado a un sistema Q-Exactive Orbitrap HRMS (Thermo Fisher Scientific), 

equipado con una fuente de ionización por electrospray (HESI-II) operada en modo de ionización negativo. 

Se utilizó nitrógeno como gas envolvente, gas de barrido y gas auxiliar, con velocidades de flujo de 60, 0 y 

10 ua (unidades arbitrarias), respectivamente. Para la fuente de ionización la temperatura utilizada fue de 

350 °C, y el voltaje de capilar aplicado fue de -2.5 kV. La temperatura del capilar del instrumento fue de 

320 °C. El equipo HRMS fue afinado y calibrado usando solución de calibración cada 3 días. Este equipo fue 

operado en modo “full-scan” con un rango m/z de 100 a 1500 y una resolución de masa de 70000 FWHM 

(del inglés full width at half maximum).  

Las muestras de raíces y exudados fueron analizadas en secuencias independientes, en orden aleatorio. Se 

incluyó un control de calidad (mezcla de partes iguales de todas las muestras analizadas en la secuencia) y 

blancos constituidos por solución de metanol 80 %, cuya inyección fue repetida a continuación del análisis 

de 11 muestras.  
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Para todas las muestras de raíces se utilizaron al menos 3 réplicas biológicas. Adicionalmente, se realizaron 

réplicas técnicas e instrumentales con el fin de obtener 12 registros para cada muestra. Para las muestras 

de exudados se realizaron únicamente réplicas biológicas, con un total de 9 por tratamiento. 

 

4.4.1.3. Procesamiento y análisis de datos: aproximaciones no dirigida y dirigida 

Los datos de espectrometría de masa de alta resolución obtenidos fueron procesados implementando dos 

aproximaciones: dirigida y no dirigida.   

En la aproximación no dirigida se estudiaron las “huellas metabolómicas” obtenidas mediante HRMS a una 

resolución de 70000 FWHM. Para ello se trabajó con todos aquellos iones presentes en las muestras que 

poseen un m/z entre 100 y 1500 y presentaron una intensidad mayor a 10^5 (NL, “Normalization Level” – 

intensidad del pico base). Los datos generados por UHPLC-HRMS fueron convertidos al formato. mzXML 

utilizando el software MSConvert [126]. Los archivos. mzXML fueron luego procesados utilizando el 

software MZMine [127] para construir los cromatogramas a partir de los índices masa/carga (m/z) 

detectados. Posteriormente, los cromatogramas fueron alineados y los datos exportados como valores 

separados por coma (.csv). Con el área de los picos correspondientes a los iones detectados en los distintos 

tiempos de retención (TR), se confeccionó una matriz quimiométrica conteniendo la “huella 

metabolómica” de las muestras.  

Para la aproximación dirigida, los datos obtenidos por UHPLC-ESI-HRMS fueron procesados mediante el 

software Trace FinderTM 3.3 EFS (Thermo Fisher Scientific), utilizando una base de datos personalizada de 

masa exacta, compuesta por 86 compuestos, mayormente polifenoles. La base de datos utilizada incluye 

los flavonoides de mayor importancia en la interacción de plantas de soja con rizobios, además de otros 

polifenoles y derivados glucosilados de flavonoides. A su vez, se incluyeron algunas fitohormonas, azúcares 

y aminoácidos. Todos los compuestos incluidos en la base de datos se detallan en el Anexo 2. 

En base a los datos obtenidos por UHPLC-ESI-HRMS en las condiciones empleadas, se obtuvo el área y el 

TR de los picos correspondientes a los iones detectados que coinciden con los compuestos de la base de 

datos. Con ellos, se construyó una matriz de datos quimiométrica con la “huella polifenólica” de las 

muestras, empleando el valor del área de los picos de los compuestos detectados.  

Con las matrices construidas conteniendo los perfiles fitoquímicos de las muestras se realizaron los análisis 

multivariados de componentes principales (PCA, del inglés Principal Component Analysis) y regresión 

de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA, del inglés Partial Least Squares-Discriminant Analysis) utilizando 

el software Solo 8.1 (Eigenvector Research), para estudiar las diferencias producidas por los distintos 

tratamientos de inoculación. Los valores de Importancia de la Variable en la Proyección (VIP scores, del 
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inglés Variable Importance in Projection) fueron utilizados para seleccionar aquellas variables con mayor 

influencia sobre la distribución de las muestras, utilizando como valor de corte 1.2.  

Se evaluaron los cambios significativos en la abundancia de los metabolitos detectados mediante la 

utilización de la herramienta Volcano Plot de la plataforma MetaboAnalyst [128]. De esta forma se 

comparó el “fold change” de los metabolitos detectados en función del tipo de muestra y el tratamiento 

de inoculación. Finalmente, se seleccionaron aquellas variables/metabolitos que presentaron valores de 

VIP scores mayores a 1.2, que a su vez tuvieran un “fold change” mayor a 2 con un p-valor < 0.05. Las 

comparaciones fueron realizadas incluyendo todos los tratamientos como primera aproximación, y entre 

pares de tratamientos para la selección de variables. 

Luego de la identificación tentativa de los compuestos a partir de los datos de masa exacta, se asignaron 

las fórmulas moleculares a los compuestos y estas fórmulas moleculares se identificaron tentativamente 

con compuestos encontrados en diferentes bases de datos disponibles en internet.  Se utilizaron las bases 

de datos HMDB [129] y Foodb, ambas del Centro de Innovación Metabolómica (TMIC,The Metabolomic 

Innovative Center, www.metabolomicscentre.ca). La base de datos HMDB (de Human Metabolome Data 

Base), contiene información detallada de los metabolitos de bajo peso molecular presentes en el cuerpo 

humano (www.hmdb.ca). La base Foodb contiene información sobre componentes alimentarios, 

macronutrientes y micronutrientes (www.foodb.ca). Ambas bases contienen detalles de composición, 

estructura, fórmula, datos fisicoquímicos, orígenes, vías de biosíntesis, etc. Estas bases se utilizaron para 

definir la nomenclatura de los compuestos, la clase química, sus presuntos efectos/roles y concentraciones 

en varios alimentos.  

4.4.2. Cuantificación de polifenoles de interés 

Dos mezclas de estándares fueron analizadas en diferentes concentraciones (0.001, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 

0.75, 1, 5, 10, 15 y 20 ppm) y se confeccionaron rectas de calibración, con el fin de cuantificar estos 

compuestos en las muestras de raíces y exudados. Los estándares utilizados se detallan en la Tabla 3. Las 

mismas mezclas de estándares (en todas las concentraciones) fueron analizadas repetidas veces a lo largo 

de cada secuencia y se realizó la cuantificación considerando la proximidad en tiempo de inyección de los 

estándares con las muestras. Para la confección de las rectas de calibración se utilizaron al menos cinco 

puntos. 
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Tabla 3. Lista de estándares utilizados para la cuantificación de compuestos fenólicos 

Compuestos fenólicos m/z[M-H]- TR (min) 

Ácido 4-hidroxibenzoico 137.0238 3.66 

Ácido cinámico 147.0446 8.69 

Ácido ferúlico 193.0500 6.14 

Ácido p-cumárico 163.0395 5.42 

Apigenina 269.0450 9.18 

Cumestrol 267.0293 9.25 

Daidzeína* 253.0500 9.40 

Daidzina 415.1029 4.65 

Genisteína 269.0450 9.22 

Genistina 431.0978 5.75 

Luteolina 285.0399 8.07 

Quercetina 301.0348 8.26 

Rutina 609.1455 5.34 

*La daidzeína fue incluída únicamente en el análisis de exudados. 

 

A partir del TR y m/z de cada compuesto, se integraron las áreas de los picos de los iones correspondientes 

en las muestras y se realizaron cálculos de concentración utilizando las rectas de calibración. Para la 

cuantificación de los compuestos se tomó en cuenta la proximidad temporal entre las muestras y la recta 

de calibración utilizada. Los resultados se expresan como partes por millón (ppm).  

Adicionalmente, los datos de TR y m/z de los estándares analizados fueron utilizados para confirmar o 

rechazar la identidad de estos compuestos en las listas de variables seleccionadas mediante las 

aproximaciones de metabolómica dirigida y no dirigida. 

 

4.4.3. Cuantificación de fitohormonas 

Las muestras de raíces y exudados liofilizados fueron analizadas mediante el servicio de cuantificación de 

hormonas vegetales del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) de la Universidad 

Politécnica de Valencia, Valencia, España (http://www.ibmcp.upv.es/es/servicios/cuantificacion-

hormonas-vegetales).   

Se cuantificaron las fitohormonas que se detallan en la Tabla 4, mediante cromatografía líquida acoplada 

a espectrometría de masa de alta resolución.  

 

 

http://www.ibmcp.upv.es/es/servicios/cuantificacion-hormonas-vegetales
http://www.ibmcp.upv.es/es/servicios/cuantificacion-hormonas-vegetales
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Tabla 4. Fitohormonas cuantificadas mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

de alta resolución. AG1 y AG2 son giberelinas activas, importantes para el crecimiento y desarrollo 

vegetativo. Difieren en que AG1 presenta un grupo hidroxilo en el C-13 y AG2 no [130]. 

 

Nombre Abreviación 

Ácido giberélico  AG1 

Ácido giberélico  AG4 

Ácido abscísico ABA 

Ácido jasmónico AJ 

Ácido salicílico AS 

Ácido indol-3-acético AIA 

Dihidrozeatina DHZ 

Isopenteniladenina iP 

trans-Zeatina tZ 

 

Para ello, el material liofilizado (raíces o exudados) se suspendió en una mezcla de metanol al 80% y ácido 

acético al 1% que contenía como estándares internos a las fitohormonas deuteradas (17,17-2H)AGn, (2H5) 

AIA, (2H4)AS y (2H6)ABA s para cuantificar AS, AG, AIA y ABA, respectivamente, y dhJA (dihydro jasmonic 

acid) para la cuantificación de AJ [131].   

Las suspensiones se incubaron en agitación durante 1 h a 4 °C y se mantuvieron a −20°C durante la noche. 

Para la extracción en fase sólida (SPE, del inglés Solid Phase Extraction) se utilizaron cartuchos Oasis HLB 

(fase reversa). Las fitohormonas contenidas en las muestras eluídas, suspendidas en acetonitrilo al 6% 

mezclado con ácido acético al 1%, se separaron por UHPLC (columna Accucore RP-MS de 2.6 µm, 

50×2.1mm, Thermo Scientific, UK) con un gradiente de 5–50% de acetonitrilo con ácido acético al 0,05%, a 

400 µl min−1 por 14 min. Las concentraciones se analizaron con un espectrómetro de masa Q-Exactive 

(Orbitrap; ThermoFisher Scientific, MA, USA) utilizando SIM, curvas de calibración y los programas Xcalibur 

2.2 SP1 48 (ThermoFisher) y TraceFinder. 

Para el análisis de los datos se utilizó el software InfoStat [122], mediante el cual se realizó análisis de la 

varianza (ANOVA) con comparación a posteriori de a pares basada en la prueba de DGC (p-valor < 0,05). 

Los resultados se muestran como promedios acompañados de sus respectivos desvíos estándar. 
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5. Resultados 

5.1. Proteómica  

Los análisis proteómicos se realizaron sobre extractos proteicos obtenidos de células de Delftia sp. JD2 y 

sobre fracciones proteicas obtenidas de nódulos de plantas de soja. 

 

5.1.1. Efecto de la co-inoculación de soja con bradyrizobios y Delftia sp. JD2 sobre el proteoma de la 

fracción nodular enriquecida en simbiosomas 

Para la obtención de nódulos, las plantas de soja inoculadas con bradyrizobios y co-inoculadas con JD2 

crecieron en condiciones controladas (de temperatura y fotoperíodo) durante 49 días, tal como se describe 

en la sección 4.2.2. Luego de la cosecha, se determinó un PSR significativamente mayor en plantas co-

inoculadas en comparación con las inoculadas únicamente con cepas de Bradyrhizobium (Tabla 5). No se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) en el PSA ni en el PFN (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Medidas de peso seco de raíces (PSR), de parte aérea (PSA) y peso fresco de nódulos (PFN) de 

plantas crecidas en condiciones controladas y cosechadas a los 49 días para la obtención de nódulos. Letras 

iguales indican diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos (p< 0,05).  

 

Tratamientos PSR (g/planta) PSA (g/planta) PFN (mg/planta) 

BRADY 0,20 ± 0,11 b 0,46 ± 0,19 a  4,68 ± 1,40 a  

COINO 0,26 ± 0,09 a  0,52 ± 0,18 a 4,71 ± 1,40 a 

 

Debido a la heterogeneidad de las muestras proteicas, principalmente debido a la triple procedencia de las 

proteínas (soja, bradyrizobios y Delftia), se realizó en primera instancia una aproximación exploratoria en 

nódulos (sección 4.3.3), a partir de una réplica de cada tratamiento. En este análisis exploratorio se 

detectaron proteínas de origen vegetal y bacteriano, de Glycine max y Bradyrhizobium elkanii, 

respectivamente. No se detectaron proteínas de Delftia sp. JD2. 

A continuación, se realizaron los análisis cuantitativos de los cambios en la expresión proteica en los 

simbiosomas. En las muestras de plantas co-inoculadas se detectaron 2555 proteínas, de las cuales 1711 

fueron identificadas por más de dos péptidos. Del total de proteínas identificadas, 1063 corresponden a B. 
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elkanii y 650 a G. max. Se confirmó la ausencia de proteínas de JD2 bajo las condiciones de análisis 

empleadas. 

No se evidenciaron grandes diferencias entre las muestras de los dos tratamientos de inoculación. En 8 

proteínas se vio su abundancia incrementada en muestras de plantas co-inoculadas y en 3 proteínas, el 

resultado fue el contrario (Tabla 6).  

 

Tabla 6. Proteínas expresadas diferencialmente en fracciones proteicas obtenidas de simbiosomas de 

nódulos de soja a los 49 días de crecimiento de las plantas, en condiciones controladas. La tabla muestra 

las proteínas sobre- y sub- producidas en plantas co-inoculadas, en relación con las inoculadas con 

bradyrizobios. Se detalla en paréntesis el número de acceso de cada proteína en Uniprot, y el fold-change 

(FC). El FC refiere a la relación del cambio observado en la producción de cada proteína en simbiosomas de 

plantas co-inoculadas. 

 

Origen Proteínas sobre-producidas Fold-
change 

Proteínas sub-producidas FC 

So
ja

 
     

Glicoproteína del tallo (P10743) de 
31 kDA  

10,4 Anexina (A0A0R4J363) 2,0 

Ferritina (C6TCN5) 4,4 Aminotransferasa de 
aminoácidos de cadena 
ramificada (C6T8V8) 

4,2 

Inhibidor tipo Kunitz, de proteasa 
de tripsina (B1ACD5) 

2,5   

Subunidad beta de Proteosoma 
(C6SV91) 

2,4   

Aminopeptidasa (I1K8E3)  2,2   

Subunidad beta de proteina 
asociada a Translocon -TRAP- 
(I1MLC3) 

2,0   

B
. e

lk
a

n
ii 

 

Proteina de unión a ATP de sistema 
de eflujo de lipopolisacáridos 
(Transportador de tipo ABC) 
A0A0D1LV99) 

2,9 6,7-dimetil-8-ribitillumazinea 
sintasa (A0A0D1M2C7) 

2,2 

Lipoproteína de membrana externa 
transportadora (A0A0D1P690) 

2,3    

 

Entre las diferencias encontradas en proteínas vegetales, se constataron aumentos en la expresión de 

proteínas con funciones de almacenamiento vegetativo en tallo, almacenamiento de hierro, inhibición de 

proteasa de tripsina, translocación de polipéptidos a nivel del retículo endoplasmático, e hidrólisis de 

péptidos. Por otra parte, la abundancia relativa de una anexina y una aminotransferasa de aminoácidos 

ramificados de origen vegetal se vio disminuida en plantas co-inoculadas (Tabla 6). 
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Entre las proteínas de origen bacteriano se encontraron incluso menos diferencias. Solamente dos 

proteínas relacionadas con el transporte transmembrana, provenientes de B. elkanii, resultaron 

significativamente aumentadas en cuanto a su abundancia relativa en muestras de plantas co-inoculadas: 

una proteína con dominio de transportador ABC involucrado en el eflujo de β-glucanos y una lipoproteína 

transportadora de membrana externa. Una única proteína proveniente de B. elkanii presentó una 

abundancia relativa significativamente menor en plantas co-inoculadas, la 6,7-dimatil-8-ribitilumazina 

sintasa. Esta enzima (EC:2.5.1.78) está involucrada en la biosíntesis de riboflavina -vitamina B2- , el 

precursor de flavín mononucleótido y el dinucleótido flavina-adenina, co-factores esenciales para una 

amplia variedad de enzimas redox.  

 

5.1.2. Efecto de la genisteína sobre el proteoma de Delftia sp. JD2 

Se analizaron los efectos de la isoflavona genisteína, sobre el proteoma de JD2. En el análisis proteómico 

se detectaron en total 2162 proteínas, de las cuales 1849 fueron identificadas utilizando más de dos 

péptidos. Luego del análisis de los datos, se observó que la presencia de genisteína en el medio de 

crecimiento aumenta la expresión de 31 proteínas y disminuye la expresión de otras 10 (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Proteínas intracelulares de Delftia sp. JD2 expresadas diferencialmente en cultivos bacterianos de 

14 h de crecimiento en medio TY diluído al décimo, con el agregado de genisteína. La tabla muestra las 

proteínas cuya expresión fue regulada negativa o positivamente por la presencia de genisteína, y el fold-

change (FC) y número de acceso (Accesion Number) adjudicado en UniProt de cada una. El FC refiere a la 

proporción de cambio cuantificado en cada proteína al comparar su expresión en ausencia y presencia de 

genisteína en el medio de crecimiento.  

Accession Number Proteínas sobre-producidas en presencia de genisteína FC 

A0A1C7LHB1 Proteína flagellar HAP2 (Hook-Associated Protein 2) 19,7 

A0A1C7L4W0 Proteina de union a substrato, transportador de cobalto de tipo ABC 7,9 

A0A1C7LEC3 Proteína de gancho flagellar, FlgL  6,5 

A0A1C7LD66 Proteína de gancho flagellar, FlgK 4,8 

A0A1C7LFH6 Hidrolasa de 6-aminohexanoato  4,5 

A0A1C7L5C0 N-etilmaleimida reductase 4,2 

A0A1C7LB89 Bomba de eflujo de membrana  3,9 

A0A1C7LCN4 Transportador multidroga  3,9 

A0A1C7LEZ0 Regulador transcripcional de la familia TetR 3,8 

A0A1C7LCV8 Oxidoreductasa de molybdopterina 3,3 

A0A1C7LB09 Proteína PilY, de ensamble de Pilus  3,3 
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Entre las proteínas cuya expresión se vio aumentada, se destacan incrementos de entre 5 y 20 veces 

(expresados como fold-change, o medida del cambio observado entre las condiciones con y sin genisteína) 

en proteínas del gancho flagelar, y una expresión 3 veces mayor de la proteína de ensamblado del Pilus 

PilY.  

Se registró además una expresión 2.2 veces mayor de una enzima diguanilato ciclasa (EC 2.7.7.65), en 

presencia del flavonoide. Esta enzima es responsable de la producción de diguanilato cíclico (c di-GMP), 

una molécula de señalización universal que participa en diversos procesos bacterianos [132]. 

Adicionalmente, se observó el aumento en la expresión de una beta-lactamasa (2,3 veces), y de un 

A0A1C7LCT6 Glutamato-1-semialdehido 2,1-aminomutasa  3,1 

A0A1C7LEH2 Receptor dependiente de TonB  3,0 

A0A1C7L7T2 Kinasa del ácido anhidro-N-acetilmuramico (Fragmento)  3,0 

A0A1C7L4E7 Proteina sin caracterizar 2,7 

A0A1C7L6P3 Superóxido dismutase 2,6 

A0A1C7L8R9 Hidrolasa alfa/beta  2,5 

A0A1C7L7R4 Amidasa de N-acetilmuramoil-L-alanina  2,5 

A0A1C7LB36 Proteina de union a substrato, transportador de tipo ABC  2,5 

A0A1C7LLJ7 Hidrolasa de choloilglicina 2,4 

A0A1C7L709 Beta-lactamasa  2,3 

A0A1C7L5P8 Regulador transcripcional  2,2 

A0A1C7LM11 Diguanilato ciclasa  2,2 

A0A1C7LGS8 Proteina sin caracterizar 2,2 

A0A1C7LGV8 Glutamato sintasa 2,2 

A0A1C7L3M3 Proteasa HtpX, homologo 2,2 

A0A1C7LB54 Proteina sin caracterizar 2,2 

A0A1C7LAA3 Transportador de hierro, FeoB  2,1 

A0A1C7LHW3 Hemolisina D  2,1 

A0A1C7L5J0 Epimerasa dependiente de NAD 2,1 

A0A1C7L7Y7 Histidina kinasa  2,0 

A0A1C7LCE2 Monoxido de carbono deshidrogenasa 2,0 

Accession Number Proteínas sub-producidas en presencia de genisteína FC 

A0A1C7LA47 Regulador transcripcional de la familia LacI 4,3 

A0A1C7LKT4 L27 proteina ribosomal 50S 4,1 

A0A1C7LEX6 4-hidroxibenzoato 3-monooxigenasa 3,1 

A0A1C7LA03 Factor Tu de elongación 2,8 

A0A1C7LKC6 Regulador transcripcional 2,6 

A0A1C7LLN4 L33 proteina ribosomal 50S 2,5 

A0A1C7LIM0 Transacilasa de proteína portadora de malonil CoA-acil  2,5 

A0A1C7LFI3 S16 proteina ribosomal 30S 2,1 

A0A1C7LDL8 Gama-aminobutirato permease 2,0 

A0A1C7L6G6 Rep helicasa de ADN dependiente de ATP 2,0 
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regulador transcripcional de la familia TetR (3,8 veces). Este último conforma un sistema de un único 

componente involucrado en la comunicación intercelular, y en la regulación de bombas de eflujo de 

antibióticos [133] (Tabla 7). A su vez, se vio aumentada la expresión de varias proteínas de membrana como 

algunos transportadores de tipo ABC, una bomba de eflujo, un transportador multidrogas, un 

transportador de hierro, o un receptor dependiente de TonB. El receptor dependiente de TonB participa 

en el proceso de adquisición de sustratos específicos, principalmente hierro-sideróforos [134]. 

Por otro lado, la presencia de genisteína produce aumentos en la expresión de una proteasa HtpX, descrita 

en E. coli como una metaloproteasa relacionada con la proteólisis de proteínas de membrana [135,136]; y 

de dos proteínas involucradas en el reciclado de la pared celular: la anhidro-N-acetilmurámico quinasa (EC 

2.7.1.170) y la N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (EC 3.5.1.28). La primera es una enzima implicada en la 

utilización del ácido anhidro-N-acetilmurámico. Este puede provenir del medio o derivar de la propia 

mureína de la pared celular bacteriana durante su reciclaje [137]. La segunda es una amidohidrolasa de 

peptidoglicanos, que corta el enlace entre residuos de N-acetilmuramil y L-alanina en ciertos glicopéptidos 

de la pared celular [138]. Entre las 10 proteínas cuya expresión resultó disminuida ante la presencia de 

genisteína, encontramos a las proteínas ribosomales 50S L27, 50S L33 y 30S S16, además del factor de 

elongación Tu (Tabla 7). 

 

5.2. Metabolómica 

Para evaluar la calidad de los datos obtenidos mediante las aproximaciones metabolómicas no dirigida y 

dirigida, se realizó un PCA utilizando las matrices quimiométricas confeccionadas con los datos obtenidos. 

Como se puede observar en la Figura 6, los registros correspondientes al Control de Calidad (QC) se agrupan 

hacia el centro del gráfico, indicando una buena reproducibilidad durante todo el análisis.  
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Figura 6. Control de Calidad en análisis de raíces. (A) Control de calidad utilizando datos obtenidos 

mediante aproximación no dirigida y (B) Control de calidad utilizando datos obtenidos mediante 

aproximación dirigida. PCA de las muestras de raíces de plantas en V4 y R2 (◼); QC (♦, muestras de control 

de calidad, utilizada para monitorear el sistema y la estabilidad de las muestras en el transcurso del 

análisis). 

 

El control de calidad realizado en muestras de exudados mediante PCA para la aproximación no dirigida no 

fue satisfactorio, por lo que no se realizaron análisis posteriores con estos datos (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Control de Calidad en análisis de exudados (A) Control de calidad utilizando datos obtenidos 

mediante aproximación no dirigida y (B) Control de calidad utilizando datos obtenidos mediante 

aproximación dirigida. PCA de las muestras de exudados rizosféricos en 7 y 15 dpi (◼); QC (♦, muestras de 

control de calidad, utilizada para monitorear el sistema y la estabilidad de las muestras en el transcurso del 

análisis). 
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5.2.1. Aproximación no dirigida en raíces 

La matriz quimiométrica resultante de este análisis contó con dimensiones de 96 x 657, donde el primer 

valor corresponde al número de muestras analizadas y el segundo al número de variables (metabolitos) 

detectadas/utilizadas. 

Se observó en este análisis la separación de las muestras en función del estadio de desarrollo vegetal, y se 

obtuvo una discriminación aún mejor de estos grupos mediante PLS-DA (Figura 8). El estudio independiente 

de ambos tiempos de muestreo permitió diferenciar las muestras provenientes del tratamiento BRADY de 

las de COINO, en ambos tiempos de muestreo (Figura 8). De la misma forma, se observó una clara 

separación entre las muestras de los tratamientos JD2 y Control en el estadio V4 (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gráficos de “scores” de PLS-DA correspondientes al análisis no dirigido de muestras de raíces de 

soja.  A, se muestran todas las muestras analizadas, diferenciando entre tiempos de cosecha V4 (□) y R2 

(●). B y C muestran el análisis independiente de los tiempos de cosecha V4 y R2, respectivamente 

(♦BRADY, ◼COINO, ▼JD2 y ▲Control). Las elipses indican los grupos de muestras correspondientes a los 

tratamientos BRADY (línea sólida) y COINO (línea punteada). 

 

5.2.2. Aproximación dirigida en raíces y exudados 

Como resultado del análisis de los datos obtenidos mediante LC-HRMS utilizando el software TraceFinder, 

se detectaron 53 y 32 compuestos de los incluidos en la base de datos utilizada (Anexo 2), en muestras de 

raíces de soja y exudados, respectivamente. Debido a que un mismo metabolito con un m/z puede ser 

detectado en diferentes TR, se consideró a cada par m/z-TR como una variable independiente, con el fin 

de no perder información potencialmente relevante. Consecuentemente, las matrices quimiométricas 

resultaron con las siguientes dimensiones: 96 x 121 para raíces y 79 x 53 para exudados, donde el primer 

valor corresponde al número de muestras analizadas y el segundo al número de variables (compuestos) 

detectadas/utilizadas. 
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5.2.2.1. Raíces 

Como se puede observar en la Figura 9, se constató la separación de las muestras en dos grupos 

compuestos cada uno de ellos por muestras correspondientes al mismo tiempo de muestreo. Esta 

observación se hace aún más evidente al implementar el análisis PLS-DA, el cual mejora la discriminación 

entre muestras de raíces colectadas durante el estadio V4 de aquellas colectadas en R2 (Figura 9A, B y C). 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Gráficos de “scores” de PLS-DA correspondientes al análisis no dirigido de muestras de raíces de 

soja. A), se muestran todas las muestras de raíces analizadas, diferenciando entre tiempos de cosecha V4 

(□) y R2 (●); B y C muestran el análisis independiente de los tiempos de cosecha V4 y R2, respectivamente. 

♦BRADY, ◼COINO, ▼JD2 y ▲Control. Las elipses indican los grupos de muestras correspondientes a los 

tratamientos BRADY (línea sólida) y COINO (línea punteada). 

 

A efectos de evidenciar el impacto de los distintos tratamientos de inoculación sobre la composición de las 

muestras, fue necesario analizar cada tiempo de muestreo por separado. Se observó la separación de las 

muestras correspondientes a COINO de aquellas provenientes de BRADY, siendo esta diferencia más 

marcada en raíces colectadas en el estadio V4 (Figura 9B). A su vez, se observó una clara separación entre 

las muestras de raíces del tratamiento JD2 respecto al Control, en este estadio (Figura 9B). 

Estas diferencias son incluso más marcadas cuando se comparan las muestras de a pares de tratamientos 

dentro del mismo tiempo de muestreo, incluyendo en cada matriz solamente muestras correspondientes 

a los dos tratamientos que se quieren comparar. Así, se pudieron observar diferencias que el análisis 

conjunto de todos los tratamientos no permitió distinguir. El análisis de a pares facilita la interpretación de 

los resultados y la selección de los metabolitos con mayor influencia sobre las diferencias causadas por la 

presencia de JD2. Por ello se compararon las muestras del tratamiento COINO con muestras del 

tratamiento BRADY por un lado, y muestras del tratamiento JD2 con las del tratamiento Control, por el 

otro, para cada tiempo de muestreo. En cada comparación de a pares, se seleccionaron aquellos 

metabolitos que presentaron valores de VIP mayores a 1.2 y una abundancia significativamente diferente 

por efecto de JD2.  
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COMPARACIÓN DE TRATAMIENTOS COINO vs BRADY 

Las comparaciones entre este par de tratamientos permitieron seleccionar 7 y 23 variables discriminantes 

y con variación significativa, en muestras de raíces en estadio V4 y R2, respectivamente (Tabla 8). Mediante 

este análisis se evidenció un marcado descenso de compuestos fenólicos en raíces COINO en ambos 

estadios de desarrollo, donde aproximadamente el 71 % y 87 % de los metabolitos seleccionados 

presentaron una abundancia menor en muestras de COINO en V4 y R2, respectivamente.  

 

Tabla 8. Metabolitos con identidad probable, seleccionados en muestras de raíces de plantas en estadios 

V4 y R2 como discriminantes con un cambio relativo significativo entre los tratamientos COINO y BRADY. 

Los metabolitos fueron seleccionados en base a sus valores de VIP obtenidos mediante PLS-DA (con un 

umbral de 1,2) y FC significativo (p-valor ≤ 0.05). El log2(FC), expresado en valor absoluto, describe el 

cambio relativo en COINO respecto a BRADY, la dirección del cambio se encuentra representada con flechas 

de tendencia. TR: Tiempo de retención. 

 

Clasea Fórmula TR Metabolito probable VIP  log2 
(FC) 

Tendenciad 

Estadio V4        

Ácido benzoico y 
derivados 

C8H8O4 6.50 Ácido vanílico / ácido 
homogentísico 

2.663 - A 

Ácido hidroxicinámico / 
cinamaldehído 

C11H12O4 7.40 Etil cafeato / sinapaldehído 1.526 - A 

Flavonoide (flavonol O-
metilado) 

C16H12O7 8.13 Isoramnetina / ramnetina 1.514 1.072 ↓ 

Flavonoide (isoflavona 
O-metilada) 

C16H12O5 12.40 Biochanina A / Gliciteína  2.362 1.215 ↓ 

Ácido benzoico y 
derivados 

C7H6O3 6.72 Ácido salicílico / ácido 
hidroxibenzoico / 
dihidroxibenzaldehído/ sesamol 

1.546 1.529 ↓ 

Flavonoide / 
Pterocarpano 

C15H12O5 10.92 Naringenina / glicinol 2.526 1.640 ↓ 

Ácido benzoico y 
derivados 

C7H6O3 7.44 Ácido salicílico / ácido 
hidroxibenzoico / 
dihidroxibenzaldehído / sesamol 

1.711 2.442 ↓ 

Estadio R2       

Ácido benzoico y 
derivados 

C7H6O2 5.27 Ácido benzoico / 
hidroxibenzaldehído 

1.542 1.376 ↑ 

Ácido benzoico y 
derivados 

C7H6O3 1.73 Ácido salicílico / ácido 
hidroxibenzoico / 
dihidroxibenzaldehído/ sesamol 

1.225 2.853 ↓ 

Ácido benzoico y 
derivados 

C7H6O3 3.49  Ácido 4-hidroxibenzoicob 1.470 2.280 ↓ 
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Ácido benzoico y 
derivados 

C7H6O3 5.98 Ácido salicílico / ácido 
hidroxibenzoico / 
dihidroxibenzaldehído/ sesamol 

1.212 - ND 

Ácido benzoico y 
derivados 

C7H6O3 6.72 Ácido salicílico / ácido 
hidroxibenzoico / 
dihidroxibenzaldehído/ sesamol 

1.291 - ND 

Ácido benzoico / 
hidroxibenzaldehídos 

C7H6O4 2.36 Ácido dihidroxibenzoico / 
galaldehído  

1.359 2.994 ↓ 

Ácido benzoico / 
hidroxibenzaldehídos 

C7H6O4 6.89 Ácido dihidroxibenzoico / 
galaldehído  

1.267 - ND 

Ácido benzoico / 
hidroxibenzaldehídos 

C7H6O4 8.63 Ácido dihidroxibenzoico / 
galaldehído  

1.188 1.733 ↓ 

Cumarina 
C9H6O3 4.53 Umbeliferona / 4-

Hidroxicumarina 
1.172 1.327 ↑ 

Cinamaldehído C9H8O3
c 5.90 3,4-dihidroxicinamaldehído  1.209 1.415 ↓ 

Ácido hidroxicinámico 
C9H8O4 3.71 Ácido cafeico / ácido 

didroxicinámico 
1.237 2.567 ↓ 

Ácido hidroxicinámico 
C9H8O4 5.86 Ácido cafeico / ácido 

didroxicinámico 
1.406 2.522 ↓ 

Ácido benzoico y 
derivados 

C9H10O5 5.48 Ácido siríngico / etilgalato 1.344 - ND 

Flavonoide (flavonol) C15H10O7
c 7.02 Morina 1.161 2.888 ↓ 

Flavonoide (flavonol O-
methylated) 

C16H12O7 7.36 Isoramnetina / ramnetina 1.395 1.516 ↑ 

Glucósido de 
flavonoides 

C21H20O10
c 9.32 

Genisteína/Apigenina glucósido 
1.274 3.991 ↓ 

Glucósido de 
flavonoides 

C21H20O10
c 9.66 

Genisteína/Apigenina glucósido  
1.243 3.158 ↓ 

Glucósido de 
flavonoides 

C21H22O10 3.12 Naringenina 7-O-glucósido / 
dihidrogenistina 

1.342 2.278 ↓ 

Glucósido de 
flavonoides 

C21H22O10 5.56 Naringenina 7-O-glucósido / 
dihidrogenistina 

1.304 2.013 ↓ 

Flavanoide 
(dihidroflavonol O-
glucósido) 

C21H22O11 4.55 Dihidrokaempferol 3-O-glucósido 1.320 2.322 ↓ 

Flavonoide 
(dihidroflavonol O-
glucósido) 

C21H22O11 6.12 Dihidrokaempferol 3-O-glucósido 1.279 - ND 

Flavonoid (flavona, 
dihidroisoflavona, 
chalcona) 

C15H12O4 10.25 Liquiritigenina / dihidrodaidzeina 
/ isoliquiritigenina 

1.441 1.099 ↓ 

Carbohidrato C4H8O5 1.06 Ácido treónico 1.257 - ND 

* ND, no detectado en muestras de COINO; A, metabolito detectado únicamente en muestras de COINO; a 

Taxonomía de compuestos tentativos basada en su fórmula empírica y en las bases de datos HMDB 

(www.hmdb.com) y FooDB (www.foodb.com); b Metabolitos cuya identidad fue confirmada mediante uso 

de estándares; c Metabolitos cuya identidad fue descartada mediante el uso de estándares  ácido p-

cumárico (C9H8O3, TR = 5.9), quercetina (C15H10O7, TR = 7.02) y, genistina o genisteína glucósido (C21H20O10, 

TR = 9.32 y 9.66); d Tendencia de la dirección del cambio inferida mediante los vectores de proyección del 

análisis PLS-DA. 

http://www.hmdb.com/
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Las variables seleccionadas en muestras del estadio V4 corresponden principalmente a flavonoides y ácidos 

benzoicos (3 en cada caso). Estos dos grupos de compuestos son también los mayoritarios entre las 

variables seleccionadas para las muestras de R2, donde también fueron seleccionados varios glicósidos de 

flavonoides y ácidos hidroxicinámicos. Entre los cambios de mayor magnitud observados en los metabolitos 

seleccionados encontramos al AS, el ácido dihidroxibenzoico (DHBA) y el ácido cafeico, para los cuales se 

han reportado funciones en la inducción de RSA, quelación de hierro y el balance de agua, respectivamente 

[108,139,140]. A su vez, un glucósido de isoflavona, posiblemente de apigenina o genisteína, presentó una 

de las mayores disminuciones en su abundancia entre los metabolitos seleccionados. 

 

COMPARACIÓN ENTRE TRATAMIENTOS JD2 vs Control 

La comparación entre los tratamientos JD2 y Control permitió seleccionar 16 y 13 metabolitos en los 

estadios V4 y R2, respectivamente (Tabla 9). En estas variables se registró un claro aumento de compuestos 

fenólicos en presencia de JD2, en ambos tiempos de muestreo. En el estadio V4 el 81 % de los compuestos 

seleccionados presentaron mayor abundancia en muestras inoculadas con JD2, siendo el ácido benzoico y 

el AS los únicos compuestos que presentaron menor abundancia en estas muestras.  

 

Tabla 9. Metabolitos identificados tentativamente en muestras de raíces de plantas en estadios V4 y R2, 

seleccionados como discriminantes entre los tratamientos JD2 y Control, con un cambio relativo 

significativo en el tratamiento JD2 respecto al Control. Los metabolitos fueron seleccionados en base a sus 

valores de VIP obtenido mediante PLS-DA (con un umbral de 1,2) y “fold-change” (FC) significativo (p-valor 

≤ 0.05). El log2(FC), expresado en valor absoluto, describe el cambio relativo en el tratamiento JD2 respecto 

al Control, la dirección del cambio se encuentra representada con flechas de tendencia. TR: Tiempo de 

retención.  

Classa Fórmula TR Metabolito tentativo VIP  log2 
(FC)* 

Tendenciad 

V4   

Ácido benzoico y derivados C7H6O2
c 5.27 Ácido benzoico / 

salicilaldehído 
1.401 1.013 ↓ 

Ácido benzoico y derivados C7H6O2
c 6.37 Ácido benzoico / 

salicilaldehído 
1.794 2.744 ↓ 

Ácido benzoico y derivados C7H6O3
 c 6.72 Ácido salicílico / 

dihidroxibenzaldehído 
1.735 2.426 ↓ 

Ácido benzoico y derivados C8H8O4 7.27 Ácido vanílico / ácido 
homogentísico 

1.212 1.106 ↑ 

Ácido hidroxicinámico C9H8O4 5.86 Ácid cafeico 1.332 1.602 ↑ 
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Fenol / ácido fenilpropanoico C9H10O4 2.62 Siringaldehído / 
dihidrocafeato 

1.794 - A 

Ácido hidroxicinámico 
/cinamaldehído 

C11H12O4 9.04 Etil cafeato / sinapaldehído 1.529 - A 

Ácido hidroxicinámico   C11H12O5 5.92 Ácido sinápico  2.471 2.373 ↑ 

Flavonoide (flavanona) C15H12O5 7.06 Naringenina 1.975 1.552 ↑ 

Flavonoide (flavonol / 
aurona) 

C15H10O6
 c 6.65  Kaempferol / aureusidina 1.168 2.166 ↑ 

Flavonoide (flavan-3-ol) C15H14O6 4.88 Catequinas 1.973 1.688 ↑ 

Flavonoide (flavan-3-ol) C15H14O6 5.58 Catequinas 1.519 1.640 ↑ 

Flavonoide (dihidroflavonol 
O-glucósido) 

C21H22O11 4.55 Dihidrokaempferol 3-O-
glucósido 

1.335 1.025 ↑ 

Carbohidrato C5H10O5 1.06 Xilosa / arabinosa / ribosa / 
xilofuranosa 

2.091 2.783 ↑ 

Carbohidrato C5H10O5 1.34 Xilosa / arabinosa / ribosa / 
xilofuranosa 

1.642 1.576 ↑ 

Triterpenoide C30H48O5 14.5 Ácido asiático 1.911 2.279 ↑ 

R2   

Glucósido de flavonoide C27H30O16 5.33 Rutinab 2.606 2.088 ↓ 

Cumarina 
C9H6O3 4.53 Umbeliferona / 4-

Hidroxicumarina 
1.488 1.105 ↑ 

Ácido hidroxicinámico y 
derivados 

C9H10O3 5.58 Ácido dihidro p-cumárico / 
cafeil alcohol 

1.877 - A 

Indol C10H9NO2 5.80 Ácido indolacético (IAA) 1.824 2.368 ↑ 

Ácido hidroxicinámico 
C9H8O4 5.86 Ácido cafeico / ácido 

dihidroxicinámico 
2.049 1.198 ↑ 

Ácido benzoico y derivados C9H10O4 2.62 Siringaldehído / 
dihidrocafeato 

1.574 - A 

Ácido hidroxicinámico / 
cinamaldehído 

C11H12O4 10.53 Etil cafeato / sinapaldehído 2.188 1.756 ↓ 

Flavonoide (flavonol / 
aurona) 

C15H10O6 6.65c Kaempferol / aureusidina 1.388 1.387 ↑ 

Isorhamnetina C16H12O7 7.36 Isoramnetina 1.291 1.347 ↑ 

Glucósido de terpenoide C48H78O18 11.15 Soyasaponina I 1.976 1.212 ↑ 

Triterpenoide C30H48O5 14.5 Ácido asiatico 1.461 2.273 ↑ 

Indol C11H12N2O2 6.00 Triptófano 1.387 1.070 ↓ 

Carbohidrato C12H22O11 1.67 Trehalosa / maltosa / 
celobiosa 

1.238 1.469 ↓ 

*A, metabolito detectado únicamente en muestras del tratamiento JD2; a Taxonomía de compuestos 

tentativos basada en su fórmula empírica y en las bases de datos HMDB (www.hmdb.com) y FooDB 

(www.foodb.com); b Metabolitos cuya identidad fue confirmada mediante uso de estándares; c Metabolitos 

cuya identidad fue descartada mediante el uso de estándares 4-hidroxibenzaldehído (C7H6O2, TR = 5.27 y 

6.37), ácido 4-hidroxibenzoico (C7H6O3, TR = 6.72) y luteolina (C15H10O6, TR = 6.65); d Tendencia de la 

dirección del cambio inferida mediante los vectores de proyección del análisis PLS-DA.  

 

http://www.hmdb.com/
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En el estadio R2, el 69 % de los metabolitos seleccionados presentaron mayor abundancia en muestras de 

plantas inoculadas con JD2. En este estadio se registró menor abundancia de 4 compuestos, entre los que 

encontramos un glucósido de flavonoide y un indol (Tabla 9). Los metabolitos que presentaron mayor 

variación entre estos dos tratamientos fueron el ácido benzoico, la xilosa y el AS en V4, y el AIA, la rutina y 

el ácido asiático en R2. En particular, el AIA se vio aumentado en muestras de JD2, registrándose a su vez 

un descenso del triptófano en estas muestras (Tabla 9).  

 

5.2.2.2. Exudados 

El análisis PLS-DA permitió discriminar las muestras de exudados en dos grupos de acuerdo con el tiempo 

de muestreo (7 y 15 dpi, Figura 10A). Adicionalmente, en el análisis independiente de cada tiempo de 

muestreo se lograron diferenciar las muestras provenientes de los tratamientos COINO y BRADY, tanto en 

7 como 15 dpi (Figura 9E y F). No se observó una separación clara entre muestras de los tratamientos JD2 

y Control mediante el análisis conjunto de los cuatro tratamientos (Figura 10B y C). Sin embargo, el análisis 

de a pares (COINO vs. BRADY y JD2 vs. Control) permitió diferenciar los tratamientos en todos los casos.  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Gráficos de “scores” de PLS-DA correspondientes al análisis no dirigido de muestras de raíces de 

exudados rizosféricos.  (A), se muestran todas las muestras de exudados analizadas, diferenciando entre 

tiempos de muestreo 7 (x) y 15 (△) dpi; B y C muestran el análisis independiente de los tiempos de muestro 

7 y 15 dpi, respectivamente. ♦BRADY, ◼COINO, ▼JD2 y ▲Control. Las elipses indican los grupos de 

muestras correspondientes a los tratamientos BRADY (línea sólida) y COINO (línea punteada). 

 

En las muestras de exudados se evidenciaron tendencias similares a las observadas en raíces, pero se 

detectaron menos compuestos por las bajas señales, posiblemente debido a la baja concentración de los 

compuestos en los exudados de las (distintas) muestras. Se seleccionaron 9 compuestos discriminantes y 

diferenciales mediante las comparaciones de a pares (Tabla 10). Tres de estos compuestos corresponden 

a la comparación COINO vs. BRADY, 1 de ellos detectado en 7dpi y 2 en 15dpi. El resto de los compuestos 

corresponden a la comparación JD2 vs CONTROL, con 3 compuestos seleccionados en cada tiempo de 
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muestreo (Tabla 10). Entre estos compuestos encontramos principalmente flavonoides, glucósidos de 

flavonoides y ácidos hidroxicinámicos y sus derivados. 
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Tabla 10. Metabolitos identificados tentativamente en muestras de exudados rizosféricos colectados 7 y 15 dpi, seleccionados como discriminantes en las 

comparaciones de a pares de tratamientos COINO y BRADY o JD2 y Control, con un cambio relativo significativo entre ambos tratamientos. Los metabolitos fueron 

seleccionados en base a sus valores de VIP obtenido mediante PLS-DA (con un umbral de 1,2) y “fold-change” (FC) significativo (p-valor ≤ 0.05). El log2(FC), expresado 

en valor absoluto, describe el cambio relativo entre COINO respecto a BRADY o entre JD2 respecto al Control, la dirección del cambio se encuentra representada con 

flechas de tendencia. TR: Tiempo de retención. 

*ND, no detectado en muestras de JD2; A, metabolito detectado únicamente en muestras del primer tratamiento indicado en el par correspondiente; a Taxonomía 

de compuestos putativos basada en su fórmula empírica y en las bases de datos HMDB (www.hmdb.com) y FooDB (www.foodb.com); b Metabolitos cuya identidad 

fue confirmada mediante uso de estándares  ; c Metabolitos cuya identidad fue descartada mediante el uso de estándares ácido cafeico (C9H8O4, TR = 9.67) y daidzeína 

7-O-glucósido (C21H20O9, TR=13.37); d Tendencia de la dirección del cambio inferida mediante los vectores de proyección del análisis PLS-DA.

Días de 
muestreo (dpi)* 

Clasea Fórmula TR Metabolito tentativo VIP log2 
(FC) 

Tendenciad 

JD2 vs Control  

7  Flavonoide (flavona, 
dihidroisoflavona, chalcona) 

C15H12O4 10.08 Liquiritigenina / dihidrodaidzeina / 
isoliquiritigenina 

2.045 1.839 ↑ 

Flavonoide (isoflavona) C15H10O4 9.65 Daidzeinab 1.756 1.423 ↑ 

Ácido hidroxicinámico C9H8O4
c 9.67 Ácido hidroxicinámico  2.393 1.174 ↓ 

15 Ácido hidroxicinámico   C11H12O5 8.07 Ácido sinápico 2.135 - ND 

Ácido hidroxicinámico y derivados C11H12O4 8.18 Etil cafeato / sinapaldehído 1.951 - A 

Glucósido de flavonoide C21H20O9
c 13.37 Glucósido de daidzeina o genisteína / hispidol 1.975 1.218 ↓ 

COINO vs BRADY  
7  Ácido hidroxicinámico C11H12O3 8.55 Derivados de ácido p-cumárico o ácido cinámico  3.027 1.238 ↓ 

15 Flavonoide (glucósido de 
isoflavona) 

C22H22O10 11.39 Sisotrina / glicitina 2.096 1.781 ↓ 

Ácido hidroxicinámico C9H8O4
c 9.67 Ácido hidroxicinámico  2.123 2.951 ↑ 

http://www.hmdb/
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5.3. Cuantificación de polifenoles 

Se logró cuantificar a los polifenoles cumestrol, daidzina, genisteína y genistina en muestras de raíces de soja 

obtenidas de los ensayos en invernáculo. Para el resto de los compuestos fenólicos detallados en la Tabla 3, 

la intensidad registrada en muestras de raíces no permitió una correcta integración de los picos 

cromatográficos. Asimismo, no fue posible cuantificar ninguno de los compuestos presentes en la Tabla 3 en 

muestras de exudados ya que la baja intensidad registrada (Anexo 3) en estas muestras no permitió la 

correcta integración de los picos cromatográficos.  

En relación con los compuestos cuantificados, no se registraron diferencias significativas en la concentración 

entre muestras provenientes de los tratamientos COINO y BRADY, en ambos tiempos de muestreo. Por otra 

parte, se observaron diferencias significativas en la concentración de genisteína entre muestras de los 

tratamientos JD2 y CONTROL, con una mayor acumulación del flavonoide en el último (Tabla 11). 

Los valores obtenidos para las muestras cosechadas en el estadio V4 mostraron que la presencia de rizobios 

(tratamientos COINO y BRADY) resultó en un aumento significativo de la concentración de cumestrol, en 

comparación con plantas sin inocular. En cambio, las raíces de plantas sin inocular cosechadas en R2 

mostraron mayor acumulación de daidzina y genisteína que las raíces de plantas inoculadas con rizobios 

(tratamientos COINO y BRADY), además de una mayor acumulación de genistina en comparación con raíces 

de plantas co-inoculadas (Tabla 11). No se detectó luteolina en ninguna muestra.  
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Tabla 11. Concentración (ng/g) de algunos polifenoles relevantes en la interacción rizobio-leguminosa en 

muestras de raíces. Las letras diferentes en cada columna indican una diferencia significativa entre 

tratamientos correspondientes al mismo estadio (p≤ 0.05).   

 Tratamiento, 
estadio 

Cumestrol Daidzina Genisteína Genistina 

V4 

Control 39.4 ± 20 b 78.1 ± 30 
a 

19.4 ± 20 a 687.6 ± 220 a 

JD2 124.4 ± 50 
a 

109.8 ± 50 
a 

19.5 ± 10 a 922.6 ± 360 a 

BRADY 204.4 ± 150 
a 

67.0 ± 20 
a 

30.2 ± 10 a 593.4 ± 200 a 

COINO 151.8± 60 a 79.2 ± 40 
a 

29.1 ± 20 a 698.3 ± 220 a 

R2 

Control 283.5 ± 40 
a 

122.4 ± 20 
a 

40.7 ± 10 a 1.520.7 ± 390 
a 

JD2 264.4 ± 90 a  84.4 ± 40 b 24.6 ± 10 b 1.361.1 ± 390 
a 

BRADY 270.3 ± 60 a 50.4 ± 30 b 22.2 ± 10b 932.6 ± 740 b 

COINO 262.0 ± 80 a 74.0 ± 50 b 13.5 ± 10 c 866.2 ± 630 b 

 

5.4. Composición de fitohormonas en muestras de raíces 

Se cuantificaron fitohormonas en muestras de raíces de plantas que crecieron en invernáculo y se cosecharon 

en estadios de V4 y R2. Los resultados se muestran en la Tabla 12.  
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Tabla 12. Concentración (ng/g) de hormonas vegetales en muestras de raíces. Las letras diferentes en cada 

columna indican una diferencia significativa entre tratamientos correspondientes al mismo estadio (p≤ 0.05).   

*Giberelinas: Acido giberélicos -GA4 y GA1-; Acido abscísico: ABA; Acido jasmónico: AJ; Acido salicílico: AS; 

Auxina: Acido indol-acético -AIA-; Citoquininas: Dihidrozeatina –DHZ -; isopentenil adenosina -IP- y 

tranzeatina -tZ-.  

 

Al comparar muestras de los tratamientos COINO y BRADY, la mayor cantidad de diferencias significativas en 

la concentración de fitohormonas se observó en las raíces cosechadas en el estadio V4 (7 fitohormonas 

producidas de forma diferencial). En R2, 6 hormonas presentaron diferencias significativas en acumulación.  

Las raíces de plantas co-inoculadas y en estadio V4 presentaron 5 y 1,9 veces más de AJ, que aquellas que 

fueron inoculadas solamente con bradyrizobios o con JD2, respectivamente (Tabla 12). Esta fitohromona está 

involucrada en la respuesta a patógenos mediando los procesos de RSI, respectivamente [108,109]. En estas 

muestras, la co-inoculación produjo también un aumento de 5 y 1,8 veces en las concentraciones de GA4 y 

ABA, respectivamente, en relación con la inoculación solo con rizobios; y de 2 y 1,9 veces, respetivamente, 

respecto a la inoculación con JD2 (Tabla 12). Ambas fitohormonas están involucradas en la respuesta a estrés 

hídrico. Sin embargo, otra giberelina, la GA1, se vio disminuida a la mitad en COINO, en relación con BRADY.  

En el caso de GA4, las raíces de plantas inoculadas con JD2 presentaron 2,6 veces mayor concentración de 

GA4 que las que recibieron inoculación con bradyrizobios. A su vez, los niveles de las citoquininas analizadas 

(DHZ, tZ e IP) presentaron diferencias significativas variables entre tratamientos (Tabla 12). La concentración 

Tratamiento, 
estadio GA4 GA1 ABA AJ AS AIA DHZ iP tZ 

V4          

JD2 0.49 ± 
0.1 b 

0.4 ± 
0.1 a 

257.0 ± 
18.2 b 

903.7 ± 
776.6 b 

162.8 ± 
78.3 a 

127.7 ± 
44.4 a 

1.2 ± 
0.6 b 

2.7 ± 
1.1 a 

0,3 ± 
0,1 a 

BRADY 0.1 ± 
0.0 c 

0.3 ± 
0.0 a 

268.8 ± 
26.4 b 

467.8 ± 
405.2 b 

148.5 ± 
49.0 b 

100.5 ± 
40.5 b 

1.5 ± 
0.3 a 

2.2 ± 
2.7 b 

0,2 ± 
0,1 b 

COINO 0.8 ± 
0.1 a 

0.1 ± 
0.0 b 

487.0 ± 
111.0 a 

2351.0 ± 
619.1 a 

149.2 ± 
62.4 b 

134 ± 
32.7 a 

1.0 ± 
0.6 b 

2.1 ± 
0.8 b 

0,3 ± 
0,1 a 

R2          

Control 0.1 ± 
0.0 c 

0.2 ± 
0.0 b 

157.0 ± 
23.5 b 

3998.2 ± 
132.8 a 

1077.1 ± 
125.4 ab 

74.9 ± 
3.2 b 

0.7 ± 
0.3 b 

1.9 ± 
0.1 b 

0,2 ± 
0,0 b 

JD2 0.5 ± 
0.2 b 

0.2 ± 
0.2 b 

330.5 ± 
115.9 a 

2745.1 ± 
590.3 b 

1674.4 ± 
959.5 a 

118.5 ± 
72.3 a 

1.5 ± 
1.0 b 

1.7 ± 
0.6 b 

0,3 ± 
0,0 b 

BRADY 1.2 ± 
0.2 a 

0.5 ± 
0.2 a 

407.2 ± 
69.9 a 

2566.5 ± 
442.4 b 

1019.6 ± 
541.8 ab 

74.4 ± 
16.9 b 

2.3 ± 
1.6 a 

4.2 ± 
0.3 a 

0,3 ± 
0,1 b 

COINO 0.1 ± 
0.0 c 

0.5 ± 
0.0 a 

495.5 ± 
163.2 a 

1477.8 ± 
762.1 c 

402.9 ± 
180.3 b 

126.7 ± 
97.0 a 

3.4 ± 
0.4 a 

1.7 ± 
0.9 b 

0,5 ± 
0,1 a 
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de la auxina AIA fue mayor en exudados de plantas co-inoculadas o inoculadas con JD2, en relación con las 

que solo se inocularon con bradyrizobios. 

No se analizaron muestras del tratamiento de plantas sin inocular en V4. La baja cosecha de material vegetal 

en ese tratamiento no fue suficiente para cubrir los requerimientos de todo el análisis metabolómico.  

En el estadio R2, el GA4 y el AJ disminuyeron en el tratamiento COINO respecto a BRADY y JD2. En el caso de 

GA4, su concentración disminuye casi 8 veces en COINO, con relación a BRADY. Se observan además 

diferencias significativas en la concentración de las citoquininas IP y tZ.  IP disminuye 2,5 veces en el 

tratamiento COINO en relación con BRADY, aunque la inoculación con JD2 mantiene sus niveles similares al 

Control y COINO.  En el caso de tZ y DHZ sus niveles son 1,5 veces mayores en muestras de COINO en 

comparación con BRADY, aunque este aumento solo fue estadísticamente significativo para tZ.  

En relación con muestras de plantas Control, la inoculación con JD2 afectó significativamente la 

concentración de 4 hormonas vegetales en R2 (Tabla 12).  La concentración GA4 y ABA fue 5 y 3 veces mayor, 

respectivamente. Al mismo tiempo, se observó una menor concentración de AJ en plantas inoculadas con 

JD2, en relación con el Control (Tabla 12). Finalmente, JD2 es capaz de producir AIA, y en tal sentido, se 

registraron diferencias significativas en la concentración de esta fitohormona entre el control y el tratamiento 

de plantas inoculadas con JD2. 

 

5.5. Composición de fitohormonas en muestras de exudados rizosféricos 

Se cuantificaron fitohormonas en muestras de exudados rizosféricos colectados 5 dpi de plantas en 

hidroponía. Los resultados se muestran en la Tabla 13.  

 

 

 

 

 

 

 



   
 

58 
 

Tabla 13. Concentración (ng/g) en muestras de exudados rizosféricos de hormonas vegetales colectados a 5 

dpi. Las letras diferentes en cada columna indican una diferencia significativa entre tratamientos 

correspondientes al mismo estadio (p≤ 0.05).  

*Giberelinas: Acido giberélicos -GA4 y GA1-; Acido abscísico: ABA; Acido jasmónico: AJ; Acido salicílico: AS; 

Auxina: Acido indol-3 acético -AIA-; Citoquininas: Dihidrozeatina –DHZ -; isopentenil adenosina -IP- y 

tranzeatina -tZ-.  

 

Se observaron diferencias significativas en cincos fitohormonas (GA4, ABA, DHZ, IP y tZ) cuyas 

concentraciones fueron entre 1,7 y 3 veces menores en COINO respecto a BRADY. No hubo diferencias entre 

estos dos tratamientos para AS, AJ y AIA (Tabla 13). 

Por otro lado, el efecto de la inoculación simple con JD2 produjo la acumulación de 2,5 veces más GA1, en 

relación con Control (Tabla 13). Los compuestos recolectados en los líquidos de hidroponia son producidos 

en bajas concentraciones hacia un alto volumen líquido, sin embargo, resaltan las altas concentraciones de 

AIA detectados, al igual que de AS.  JD2 no afectó la concentración de AIA en los exudados, tanto cuando esta 

cepa fue inoculada (JD2 en relación con el control) como co-inoculada (COINO respecto a brady). Las muestras 

de COINO y BRADY presentaron entre 10 y 40 veces más AIA que aquellas obtenidas de plantas control o JD2 

(Tabla 13).  

 

 

 

Tratamiento GA4 GA1 ABA AJ AS AIA DHZ IP tZ 

Control 0.1 ± 
0.0 b 

0.15 ± 
0.03 b 

38.2 ± 
8.2 b 

3.3 ± 
0.4 b 

2078.4 ± 
612.8 a 

74.9 ± 
24.4 b 

0.3 ± 
0.1 b 

0.5 ± 
0.2 b 

0,3 ± 
0,2 b 

JD2 0.1 ± 
0.0 b 

0.37 ± 
0.05 a 

33.9 ± 
17.7 b 

3.3 ± 
2.0 b 

2316.8 ± 
421.6 a 

192.2 ± 
237.2 b 

0.1 ± 
0.0 b 

0.1 ± 
0.0 b 

0,2 ± 
0,0 b 

BRADY 0.3 ± 
0.1 a 

0.31 ± 
0.05 a 

88.8 ± 
62.0 a 

14.5 ± 
5.9 a 

557.6 ± 
383.7 b 

3094.2 ± 
601.0 a 

0.8 ± 
0.3 a 

3.0 ± 
1.1 a 

0,5 ± 
0,4 a 

COINO 0.2 ± 
0.0 b 

0.35 ± 
0.09 a 

39.4 ± 
22.2 b 

13.1 ± 
5.5 a 

351.5 ± 
32.9 b 

1638.5 ± 
1914.5 a  

0.3 ± 
0.1 b 

1.4 ± 
1.6 b 

0,3 ± 
0,2 b 
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6. Discusión  

6.1. Proteómica 

La capacidad de promoción del crecimiento de soja por parte de JD2 fue previamente reportada, con 

notables efectos sobre la nodulación, el crecimiento y la producción de grano, en distintas condiciones 

[113]. A su vez, la acumulación de nitrógeno y ureidos, las diferencias en los niveles de clorofilas y 

carotenoides, y los distintos perfiles metabólicos observados en plantas que fueron co-inoculadas con 

bradyrizobios y JD2 brindaron una perspectiva más amplia de los procesos que tienen lugar en la planta 

como resultado su interacción con los microsimbiontes. Para continuar avanzando en nuestro 

entendimiento sobre los procesos que ocurren como consecuencia de esta interacción, nos apoyamos 

en primera instancia en una aproximación proteómica (shotgun). 

 

6.1.1. Cambios en la expresión proteica en simbiosomas 

La expresión diferencial de proteínas y de genes ha sido ampliamente estudiada en plantas leguminosas, 

incluso en condiciones de estrés [141–144]. Clement y col. [145] y Cilliers y col. [146], por ejemplo, 

reportaron aumentos en la expresión de transcriptos correspondientes a glutamina sintetasa, 

metalotioneina, ferritina y varias proteasas de cisteína en nódulos de soja en condiciones de estrés 

hídrico. Los autores demostraron que en los nódulos se modifica la expresión de los transcriptos para 

sobrellevar las condiciones de estrés abiótico.  

A pesar de los numerosos trabajos en proteómica en leguminosas, los efectos de la co-inoculación sobre 

el metabolismo en nódulos o simbiosomas no ha sido estudiado mediante este tipo de aproximaciones 

ómicas.  En este trabajo, la inoculación conjunta de JD2 y bradyrizobios en plantas de soja no produjo 

grandes diferencias en la expresión de proteínas presentes en simbiosomas.  

Entre las proteínas cuya expresión aumentó en condiciones de co-inoculación encontramos a la “stem 

31 kDa glycoprotein”, o también Vegetative storage protein B (VspB, uniprot P10743). VspB es una 

proteína de la pared celular con funciones de almacenamiento. Su expresión ha sido evaluada en plantas 

de soja bajo diferentes tipos de stress abióticos. Es negativamente regulada en hojas y raíces de plantas 

bajo estrés por inundación [147], y estrés salino [148], respectivamente, pero aumenta su expresión en 

hojas de plantas expuestas a sequía [149] y a shock térmico [150]. Por su parte, Salavatti y col. [151] 

reportaron una regulación negativa en la expresión de transcriptos de VspB en raíces noduladas de una 
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variedad de soja hipernodulante, y un aumento en la expresión en variedades tanto  no nodulante como 

con nodulación normal.  

Las proteínas de almacenamiento, como la VspB, están relacionadas con el metabolismo y el 

almacenamiento de N y su expresión puede ser alterada por los niveles de Metil-jasmonato [152]. Este 

último pertenece a la familia de los AJ, relacionados con respuestas vegetales a stress biótico. En esta 

tesis encontramos mayores niveles de AJ en raíces de plantas cosechadas en V4; el mismo estadío donde 

también observamos la sobre-expresión de VspB. Es conocido que una infección radicular, aún en las 

asociaciones mutualistas, implica la activación inicial y a veces acotada de mecanismos de 

reconocimiento y defensa en la planta infectada [153], lo cual puede explicar nuestros resultados 

cuando la planta es co-infectada. Considerando los efectos reportados de la cepa JD2 sobre la 

nodulación en soja, nuestros resultados sugieren que VspB podría estar implicada tanto en la regulación 

del número de nódulos y la tasa de nodulación, como en la respuesta de la planta a estrés abiótico y 

biótico.  

La proteína inhibidora de proteasa de Kunitz (KPI) se encontró positivamente regulada en nuestras 

condiciones de co-inoculación. KPI tiene actividad inhibidora de proteinasas y pertenece a la familia de 

inhibidores de serin-proteasas. Esta familia está implicada en el almacenamiento de proteínas, la 

regulación de la actividad proteasa durante la germinación, la respuesta de defensa a estrés biótico y 

abiótico, la muerte celular programada, y el crecimiento y el desarrollo vegetal [154]. Mientras que 

Manen y col. [155] reportaron una KPI como una nodulina específicamente expresada en nódulos 

senescentes de Psophocarpus tetragonolobu, Islam y col. [156] mostraron que algunos miembros de 

esta familia de proteínas tienen roles en la resistencia a estrés hídrico en trébol.   

Otra proteína involucrada en resistencia a estrés, la subunidad β del proteasoma, se encontró también 

positivamente regulada en muestras de plantas co-inoculadas. El proteasoma se encarga de llevar a cabo 

la hidrólisis de proteínas de forma dependiente e independiente de ubiquitinación, controlando 

actividades celulares básicas [157]. Las plantas poseen una combinación de proteasomas 26S y 20S, 

cuyas actividades son reguladas para controlar el desarrollo vegetal y la respuesta a estrés [158]. Ahsan 

y col. [150] encontraron subunidades del proteasoma (tipo β-3-A, β 6, 9 y β) diferencialmente 

expresadas en todos los tejidos de plantas de soja sometidas a estrés por calor. Asimismo, Mohammadi 

y col. [149] reportaron un aumento en la expresión de la subunidad β del proteasoma en raíces de soja 

bajo condiciones de estrés hídrico. Por su parte, Salavati y col. [151] encontraron aumentada la 
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expresión del gen de la subunidad α del proteasoma en raíces noduladas de variedades de soja 

hipernodulante en comparación con una variedad no nodulante.  

Las proteasas poseen roles en el desarrollo vegetal y también en la tolerancia a estrés. Su actividad es 

importante en el mantenimiento de la homeostasis y el reciclaje de recursos, y pueden actuar además 

como moléculas señalizadoras [159]. En especial, las metaloproteasas, como las aminopeptidasas (Tabla 

6), se encuentran involucradas en la nodulación, la diferenciación de plástidos, la regulación del 

meristema en raíz y tallo, la sensibilidad a conjugados de auxinas y la meiosis [160].  

En nódulos de plantas co-inoculadas se vio aumentada la expresión de ferritina, un complejo proteico 

que forma múltiples interacciones metal-proteína. Este complejo tiene funciones de almacenamiento 

intracelular de hierro, tanto en procariotas como en eucariotas, y regula la homeostasis de este 

compuesto. La ferritina se encuentra involucrada en la respuesta a estrés térmico en trigo [161], y en la 

respuesta al estrés oxidativo, crecimiento y desarrollo de garbanzo [162].  

Nuestros resultados parecen relacionarse con respuestas de defensa vegetal lo que sugiere que la 

presencia de JD2 puede estar involucrada en la resistencia de las plantas de soja a estrés abiótico. De 

alguna forma JD2 estaría preparando a las plantas para enfrentar potenciales situaciones de estrés. En 

tal sentido, en ensayos en invernáculo previos a esta tesis, se observó que frente a una deficiencia hídrica 

fortuita las plantas de soja co-inoculadas con bradyrizobios y la cepa JD2 toleraron más el estrés (datos 

no publicados). Conociendo los resultados proteómicos, resulta interesante repetir estos experimentos 

bajo condiciones de deficiencia hídrica impuesta y controlada, incluyendo la evaluación de parámetros 

biométricos y fisiológicos, el análisis de la expresión de genes y proteínas mediante qPCR y análisis 

proteómicos. 

Entre las proteínas con expresión disminuida en muestras de nódulos de plantas co-inoculadas 

encontramos una anexina. Las anexinas pertenecen a una familia multigénica de proteínas de unión a 

fosfolípidos dependientes de calcio. Estas proteínas participan en la respuesta a estrés abiótico y en la 

señalización durante el crecimiento y desarrollo de las plantas [163]. El genoma de soja posee al menos 

23 genes de anexinas (GmANN1 – GmANN23) con distintos patrones de expresión en diferentes órganos, 

principalmente inducidos por estrés debido a altas o bajas temperaturas y alta salinidad [150,164]. Estos 

resultados brindan aún más sustento en favor del rol de JD2 en procesos de resistencia o tolerancia a 

estrés. 
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La regulación negativa de la expresión de anexinas ha sido relacionada con una menor infección y 

nodulación. Carrasco-Castilla y col. [165] mostraron que al menos una anexina está implicada en el 

desarrollo y funcionamiento de los nódulos en Phaseolus vulgaris. Como se reportó previamente, uno 

de los efectos de la JD2 sobre soja es la inducción de una nodulación temprana [113]. Por lo tanto, una 

vez que los nódulos ya se encuentran establecidos no sería necesaria la presencia de anexinas que 

asistan en este proceso.  

La disminución observada en la expresión de una aminotransferasa de aminoácidos de cadena 

ramificada de origen vegetal indica un posible cambio en el patrón de aminoácidos utilizados por el 

bacteroide. Esta enzima participa en el paso final de la biosíntesis de leucina, isoleucina y valina. Este 

resultado concuerda con Prell y col. [166] quiénes por medio de análisis de microarreglos y RT-PCR 

encontraron negativamente regulada la ruta biosintética de estos aminoácidos en bacteroides de 

Rhizobium leguminosarum bv viciae. Adicionalmente, Strodtman y col. [167] reportaron la disminución 

temporal de la cantidad de enzimas involucradas en la producción de aminoácidos de cadena ramificada 

en nódulos de soja. Esto nos sugiere que los nódulos de las plantas co-inoculadas se encuentran en un 

distinto estado metabólico comparado con aquellos de plantas inoculadas únicamente con 

bradyrizobios, en las condiciones ensayadas durante el presente trabajo. Los nódulos de plantas co-

inoculadas parecen cambiar su preferencia por una combinación distinta de aminoácidos.  

Estos resultados nos llevan a cuestionarnos si el metabolismo de estos aminoácidos tiene un rol 

relevante en el establecimiento de los bacteroides o de los simbiosomas. En este sentido, La 

determinación de la expresión de genes relacionados a este metabolismo mediante qPCR en nódulos 

colectados en distintos estadios de crecimiento, ayudarían a responder esta pregunta.  

 

6.1.2. Cambios inducidos por la genisteína en la expresión proteica de JD2 

El efecto de diversas situaciones de estrés sobre el proteoma de cepas de rizobios ha sido previamente 

reportado y discutido [168–170](entre otros). Por ejemplo, el efecto de la naringenina en el exoproteoma de 

Rhizobium etli fue estudiado por Meneses y col. [171] y Taboada y col. [172]. Los primeros autores reportaron 

la inducción por este flavonoide de proteínas implicadas en la simbiosis (adhesinas, flagelinas, EF-Tu, enzimas 

glucolíticas, etc). Taboada y col. [172] demostraron que la adición de naringenina a cultivos de R. etli induce 

la acumulación de proteínas relacionadas al transporte y metabolismo de carbohidratos en vesículas de 

membrana externa.  
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Sin embargo, el efecto de los flavonoides en el proteoma intracelular de BPCV no rizobianas no está claro. La 

presencia de genisteína en el medio de crecimiento de JD2 aumentó la expresión de proteínas flagelares, 

de la proteína de ensamblaje del Pilus PilY y de un regulador transcripcional de un componente 

perteneciente a la familia Tet (TetR). Entre las proteínas flagelares se encontraron únicamente proteínas 

asociadas al gancho flagelar. Es posible que la ausencia de proteínas del filamento flagelar se deba a los 

efectos disruptivos que tiene la centrifugación sobre estas proteínas de membrana. Recientemente, Yu y 

col. [173] encontraron que determinados flavonoides aumentan la movilidad tipo swarming y curli en 

Pseudomonas fluorescens. Estos dos procesos son relevantes en el proceso de colonización de la raíz. Los 

autores sugieren que el regulador TetR detecta el flavonoide y actúa como señal en la interacción entre 

plantas y microorganismos beneficiosos no simbióticos. En concordancia, es posible que la genisteína sea 

el ligando o molécula señal para el regulador TetR sobre-expresado en JD2.  

En relación con lo anterior, Yu y col. [173] y Wenzel y col. [174] mostraron que los flavonoides aumentan 

la expresión de un regulador transcripcional de la familia TetR en Pseudomonas fluorescens y 

Bradyrhizobium japonicum, respectivamente. Un regulador transcripcional de este tipo, en 

Pseudomonas syringae AefR utiliza fitoesteroles como ligandos, y regula el comportamiento de quorum 

sensing y la capacidad epifitica de este microorganismo [133]. Estos y nuestros resultados indican la 

relevancia del rol de estos reguladores en el establecimiento de una comunicación efectiva entre plantas 

y microorganismos. Por su parte, Okutani y col. [175] reportaron el enriquecimiento de bacterias 

pertenecientes a la familia Comamonadaceae, como las del género Delftia, en suelo rizosférico de soja 

tratado con daidzeína, lo que sugiere que algunos miembros de esta familia responden a las isoflavonas. Con 

estos datos, es posible que la genisteína induzca el movimiento o quimiotaxis de JD2 hacia las raíces de 

soja, las cuales liberan este compuesto.  

La expresión de la enzima diguanilato ciclasa, responsable de la producción de c-di-GMP, resultó 

aumentada en presencia de genisteína. El c-di-GMP es un mensajero secundario que se encuentra 

asociado a la transición de un estilo de vida plantónico a uno sésil (formación de biofilm) en bacterias 

[176]. Niveles altos de c-di-GMP inducen a las células bacterianas a formar biofilms [177]. Sun y col. 

[178] mostraron que una mutación en el gen que codifica una c-di-GMP fosfodiesterasa de Azorhizobium 

caulinodans incrementó la resistencia a H2O2, la producción de exopolisacáridos (EPS), y la nodulación 

de Sesbania rostrata. La c-di-GMP fosfodiesterasa es responsable de la hidrólisis de este mensajero 

secundario por lo que estaría asociada a sus altos niveles. Adicionalmente, Kuchma y col. [179] 

mostraron una regulación negativa de la formación de biofilm y motilidad de tipo swarming, por la c-di-



   
 

64 
 

GMP fosfodiesterasa en Pseudomonas aeruginosa. Todo indicaría que el aumento observado en la 

expresión de la enzima diguanilato ciclasa en JD2 en presencia de genisteína puede estar asistiendo en 

el establecimiento de biofilms en la superficie de las raíces de soja, quizás asociado a la producción de 

EPS por parte de JD2. 

Debido a que las leguminosas producen H2O2 durante la invasión bacteriana de los pelos radicales [180] 

nos preguntamos si la regulación positiva de la diguanilato ciclasa se encuentra implicada en la defensa 

al estrés oxidativo impuesto por la planta durante la infección. En relación con esto, está demostrado 

que JD2 coloniza la raíz de plantas leguminosas y se comporta como un microorganismo epifítico [183]. 

La hipótesis de la influencia de la genisteína en la respuesta de JD2 al posible estrés oxidativo impuesto 

por las plantas está apoyada por el aumento en la expresión de una superóxido dismutasa (Tabla 7).  

La presencia de genisteína produce además cambios en la estructura de la membrana, preparando, 

quizás, a JD2 para una posible colonización de las raíces. Asimismo, Balsanelli y col. [181] reportaron una 

alteración en la transcripción de genes asociados a la biosíntesis de polisacáridos; al reemplazo de 

peptidoglicanos y la síntesis de proteínas de la membrana externa, en células epifitas de Herbaspirillum 

seropedicae, en comparación con las células planctónicas, lo que sugiere una reorganización de la 

envoltura de la pared celular durante la colonización.  

La cepa JD2 produce sideróforos y presenta resistencia a varios antibióticos y metales pesados [114,116]. 

En el presente trabajo demostramos que la genisteína regula positivamente la producción de proteínas 

de JD2 involucradas en la adquisición de nutrientes (hierro, mediante importación de sideróforos) y el 

eflujo de compuestos tóxicos. Adicionalmente, encontramos un aumento en la expresión de HtpX en 

JD2, una metaloproteasa localizada en la cara citosólica de la membrana que asiste en la proteólisis de 

sustratos unidos a membrana [137]. A su vez, observamos la regulación positiva de algunas proteínas 

involucradas en el reciclaje de la pared celular (quinasa de ácido anhidro-N-acetilmuramico y amidasa 

de N-acetilmuramoil-L-alanina). Estos resultados sugieren que en la membrana se están reacomodando 

las proteínas para la adquisición de nutrientes escasos (probablemente hierro), el eflujo de metales o 

drogas y el cambio hacia un estilo de vida epifitico. 

Los resultados de proteómica tanto de nódulos como de cultivos de JD2 se resumen en la Figura 11 y 

aparecen en el artículo Facing the communication between soybean plants and microorganisms 

(Bradyrhizobium and Delftia) by quantitative shotgun proteomics publicado en el Journal Symbiosis, y 

adjunto en el Anexo 4.  
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Figura 11. Breve descripción de algunos eventos que ocurren durante la interacción entre soja, 

Bradyrhizobium y Delftia (Modificado de Riviezzi y col. [182]). Secuencia de eventos: JD2 (D) produce y libera 

auxinas que inducen la proliferación de la raíz [183] (i); la planta produce genisteína (ii), este flavonoide 

induce la producción de proteínas involucradas en la formación de FN por parte de los bradyrizobios (B) [34] 

(iii); y JD2 coloniza el rizoplano (iv). A su vez, la genisteína induce la quimiotaxis hacia la planta de ambos 

microorganismos (v). Del lado izquierdo de la figura, los FN inducen la formación de nódulos, donde se 

establecen los smbiosomas y los bradyrizobios se diferencian en bacteroides [34]. Como consecuencia de la 

colonización del rizoplano por parte de JD2 (comportamiento epifítico) [183], los simbiosomas de soja 

presentan una regulación positiva de proteínas involucradas en la tolerancia a estrés, y almacenamiento de 

hierro y homeostasis. 

 

6.2. Metabolómica 

En este trabajo se observó una clara separación entre las muestras tanto de raíces como exudados en 

función del tiempo de muestreo y el tratamiento de inoculación (Figura 9). Los compuestos fenólicos 

responsables de esta discriminación entre muestras fueron principalmente los ácidos hidroxicinámicos 

y benzoicos y los flavonoides. Existen múltiples reportes que muestran un aumento en el contenido 
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fenólico en  plantas luego de la inoculación con BPCV [184–191]. A los polifenoles se le atribuyen 

diversos roles en las plantas, como soporte estructural, protección contra radiación ultravioleta 

(actuando como antioxidantes), y protección contra estrés biótico o abiótico. Los compuestos fenólicos 

incluyen a los flavonoides, ácidos fenólicos simples, cumarinas, taninos, ácidos cinámicos, entre otros 

ampliamente encontrados en plantas. 

Durante la interacción entre plantas y microorganismos, los compuestos fenólicos juegan importantes 

roles estimulando o inhibiendo el crecimiento y/o la actividad fisiológica de los microorganismos de la 

rizósfera [38,192]. Estos compuestos representan una potencial fuente de carbono, y pueden actuar 

como fuertes quimioatrayentes [193,194]. En la simbiosis entre rizobios y leguminosas, los flavonoides 

juegan un papel vital mediante la inducción de los genes nod rizobianos, afectando de esta forma la 

producción de FN, con la subsecuente inducción de la formación de nódulos [34,195]. Sin ir más lejos, 

en los estudios proteómicos de esta tesis se observó que la genisteína regula de forma positiva algunas 

proteínas de JD2 involucradas en la quimiotaxis (Figura 10)[182].  

Además de la discriminación de muestras, en el estudio metabolómico se logró evidenciar diferencias 

en el perfil de metabolitos acumulados en función del tratamiento de inoculación, tal como se discute a 

continuación de a pares. Si bien para la mayoría de los metabolitos no se confirmó la identidad con 

estándares, en la discusión se mencionan los patrones polifenólicos de las muestras tomando en cuenta 

los metabolitos tentativos más probables en función del tipo de la asociación planta-microrganismos en 

estudio.    

 

6.2.1. Cambios en el perfil de metabolitos en muestras de plantas inoculadas con JD2 

En plantas no noduladas (tratamientos JD2 y Control), la inoculación con JD2 cambia el patrón de 

metabolitos presentes en muestras de raíces y exudados. Se observaron numerosos compuestos 

fenólicos y carbohidratos que resultaron discriminantes en las muestras de plantas inoculadas con JD2 

en relación con plantas Control (Tabla 9). Dado que las plantas de los tratamientos JD2 y Control no 

atraviesan un proceso de nodulación, la síntesis de compuestos fenólicos y otros discriminantes puede 

estar asociada a funciones de defensa y alelopatía y a la búsqueda de rizobios o de compuestos 

nitrogenados en el medio de crecimiento [195,196].  

El aumento en los niveles de naringenina y liquiritigenina en raíces y exudados rizosféricos del 

tratamiento JD2 fue uno de los factores responsables de la separación del Control. Esto puede 
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representar una estrategia de las plantas para reclutar rizobios de sus alrededores. La relevancia de la 

acumulación de naringenina en raíces y liquiritigenina (o isoliquiritigenina) en exudados rizosféricos se 

debe a que estos compuestos son convertidos a las isoflavonas genisteína y daidzeína, respectivamente 

[196,197].  Asimismo, se encontró acumulada la aglicona de daidzeina en la rizósfera de plantas 

inoculadas con JD2. Tanto las formas glucosiladas como las agliconas de genisteína y daidzeína son 

inductores activos de genes nod en bradyrizobios [80]. Resultados similares han sido publicados 

previamente enfatizando que en el caso de las leguminosas la liberación de flavonoides específicos es 

un mecanismo mediante el cual estas buscan cepas bacterianas compatibles. A su vez, tanto rizobios 

como cepas no rizobianas pueden producir cambios en la composición y abundancia de los flavonoides 

exudados por las leguminosas [195,198] y no leguminosas [191]. En arroz, por ejemplo, algunos ácidos 

fenólicos y flavonoides resultaron los metabolitos secundarios más discriminantes entre muestras de 

raíces frente a la inoculación con cepas de Azospirillum [191]. 

Nuestros resultados muestran que el AIA se acumuló en raíces de plantas del tratamiento JD2 en el 

estadio R2. Asimismo, detectamos una disminución del triptófano, precursor en la biosíntesis de AIA 

(Tabla 9). Ambos resultados sugieren una activa producción de auxinas en R2. De la misma forma, la 

acumulación de esta fitohormona se vio incrementada en exudados rizosféricos de plantas de alfafa 

inoculadas con Delftia [183]. La acumulación de AIA podría presentar un beneficio para las plantas, ante 

la necesidad de explorar mayor volumen de sustrato con el fin de satisfacer sus requerimientos de 

nutrientes, principalmente de N, por ser la condición que genera mayor estrés sobre las plantas de los 

tratamientos JD2 y Control, que no fueron fertilizadas. 

En condiciones de campo, el N presente en el suelo podría ser suficiente para satisfacer los 

requerimientos de N de las plantas en las primeras etapas de desarrollo vegetativo. Sin embargo, en 

estadios más avanzados (reproductivos) es probable que una fuente externa de N sea necesaria para el 

correcto crecimiento de las plantas.  En ese escenario, las auxinas producidas por las bacterias aportan 

a la disponibilidad de estas fitohormonas que ayudan al desarrollo radicular y a la exploración del suelo 

en búsqueda de nutrientes Sin embargo, en trabajos anteriores se observó que la inoculación simple 

con JD2 no modifica la biomasa radicular ni el contenido total de N en plantas en estadio R2, en 

comparación con plantas sin inocular, aunque la inoculación con JD2 promovió un mayor rendimiento 

en granos en comparación con plantas sin inocular [113].  

Por otro lado, una serie de biomarcadores de lignificación de la raíz (ácido sinápico y sus derivados, 

metabolitos del ácido cafeico, y aldehídos de siringico) se encontraron acumulados en tejidos de raíces 
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de plantas inoculadas con JD2, en comparación con plantas del tratamiento Control. Mas aún, algunos 

de estos compuestos se observaron únicamente en plantas correspondientes al tratamiento JD2. La 

acumulación de ácido hidroxicinámico y ácidos benzoicos se encuentra relacionada a defensa en plantas, 

y podría estar vinculada al fortalecimiento de las paredes celulares [199–203]. A pesar de que la 

lignificación es esencial para el crecimiento vegetal, varios autores reportaron una correlación negativa 

entre la lignificación y el desarrollo radicular en plantas de soja no inoculadas [200–206]. A diferencia 

de los estudios citados, trabajos previos muestran que la inoculación simple con JD2 no afecta el 

crecimiento de las raíces [113]. 

 

6.2.2. Efecto de la co-inculación en el perfil de metabolitos de raíces y exudados 

La co-inoculación y la inoculación simple con bradyrizobios (BRADY) son diferentes escenarios que 

implican el establecimiento de una simbiosis rizobio-leguminosa. La mayoría de los metabolitos 

seleccionados por su importancia en la diferenciación entre las muestras de raíces de plantas co-

inoculadas se vieron disminuidos en relación con los detectados en el tratamiento BRADY (Tabla 8). 

Una isoflavona (glicitina o sisotrina) que puede actuar como inductora de genes nod en Bradyrhizobium 

[207] resultó ser el único flavonoide discriminante entre exudados de muestras de los tratamientos 

COINO y BRADY. Es interesante observar como la reducción en los niveles de algunos flavonoides 

determina una mejor nodulación y crecimiento en plantas co-inoculadas, especialmente en etapas 

tempranas de la interacción, tal como fue evaluado en exudados rizosféricos. 

Algunos ácidos fenólicos pueden tanto estimular como reprimir la nodulación. Por ejemplo, algunos son 

capaces de inducir la expresión de genes nod en cepas de rizobios con amplio espectro de hospedero 

[208]. Varios ácidos fenólicos discriminantes fueron detectados en raíces de plantas co-inoculadas en 

estadios vegetativos (tablas 8 y 9), cuando las plantas co-inoculadas muestran nódulos visibles [113]. En 

este punto, los ácidos fenólicos podrían actuar como modificadores de la interacción rizobio-

leguminosa, como fue propuesto por Seneviratne and Jayasinghearachchi [193]. Estos autores 

encontraron que altas concentraciones de ácido cumárico estimulan la FBN en la simbiosis entre B. 

elkanii y soja [193]. 

Sin embargo, la mayor parte de los compuestos fenólicos que explican las diferencias entre plantas de 

los tratamientos COINO y BRADY se vieron sub-producidos en raíces (Tabla 8). Los resultados aquí 

presentados muestran una disminución de flavonoides específicos en raíces del tratamiento COINO en 
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comparación con BRADY, lo que sugiere una transformación activa de los flavonoides, cambiando de 

esta forma la composición de la rizósfera hacia un balance diferente de compuestos. 

Al mismo tiempo, no encontramos diferencias en la composición de las muestras en estadio V4 en 

cuanto a daidzeina, genisteína, genistina y cumestrol, todos ellos compuestos inductores de genes nod. 

La nodulación se encuentra ya establecida en el estadio V4, y cerca de su máximo en etapas 

reproductivas, por lo tanto, las plantas co-inoculadas no necesitan la producción un flavonoide inductor 

activo en ninguna de estas etapas de crecimiento. Los datos obtenidos también muestran la 

acumulación de umbeliferona en raíces de plantas de los tratamientos JD2 y COINO en el estadio R2. 

Este compuesto es un potencial producto de la degradación de flavonoides inductores de genes nod 

[209]. La co-inoculación de las plantas lleva a una temprana nodulación y mayor acumulación de N en 

las hojas, lo cual es esencial en las etapas finales del desarrollo de semillas, cerca de la madurez 

fisiológica de las plantas [113].  

La presencia de metabolitos con potencial aleloquímico fue variada de acuerdo con el tratamiento de 

inoculación. El kaempferol y la rutina, compuestos con reportados efectos alelopáticos [38,210], 

resultaron discriminantes como resultado de nuestro análisis metabolómico de raíces. En general, se 

detectó una menor concentración de aleloquímicos en el tratamiento COINO por lo que estos podrían 

ser priorizados en futuros análisis.  

El AS, el AJ y el ABA poseen roles bien definidos en la respuesta de defensa en plantas [59,211,212]. La 

síntesis del AS es inducida por la infección de patógenos [213,214], pero su rol en la simbiosis entre 

leguminosas y rizobios no está bien claro [215]. Por ejemplo, en soja, Lian y col. [216] reportaron efectos 

negativos dependiente de la concentración del AS sobre el desarrollo de plántulas, lo que puede alterar 

la nutrición nitrogenada de las plantas. Según estos autores esta fitohormona inhibe la producción de 

FN por parte de los rizobios, reduce el número de nódulos, y provoca la disminución de la tasa 

fotosintética [216]. El contenido en AS no fue diferente entre los tratamientos COINO y BRADY en ningún 

tiempo de muestreo, pero si se observaron diferencias en la acumulación de AJ y ABA.  

El rol del AJ y ABA en las interacciones rizobio-leguminosa depende de muchos factores pudiendo tener 

efectos tanto positivos como negativos [215]. El ABA afecta positivamente la nodulación y la FBN, 

principalmente asistiendo en condiciones de estrés abiótico, influyendo de  esta forma en el crecimiento 

vegetal durante condiciones de estrés [217], mientras que el AJ afecta la expresión de genes nod, 

incrementa la producción de FN y la fijación de N en B. japonicum [218,219]. En este trabajo observamos 

que el ABA se acumuló en mayor cantidad en muestras de exudados del tratamiento BRADY en 
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comparación con COINO, en una etapa temprana de la interacción (5 dpi). Sin embargo, en raíces, los 

niveles de esta fitohormona fueron mayores en plantas co-inoculadas en comparación con el 

tratamiento BRADY, en estadio V4. Estos resultados se acompasan con la regulación positiva de la 

producción de proteínas involucradas en la tolerancia a estrés en los simbiosomas de plantas de soja co-

inoculadas en el estadio V4 discutidos en la sección anterior. El AJ aumentó en plantas del tratamiento 

COINO en V4 y disminuyó en R2, en comparación con BRADY. Estos reportes concuerdan con la mayor 

nodulación observada en plantas co-inoculadas con bradyrizobios y JD2 en estadio V4 y con la efectiva 

FBN en R2 [113].  

Las citoquininas y las auxinas son necesarias para la nodulación [220]. Lin y col. [221] propusieron que 

existe un antagonismo balanceado entre los efectos de auxinas y citoquininas, donde las primeras 

promueven la infección y las segundas inhiben la infección rizobiana de la epidermis. De esta forma, 

ambas fitohormonas afectan la iniciación y organogénesis de los nódulos. En las raíces de plantas del 

tratamiento COINO observamos aumentos en la concentración de AIA y tZ, en comparación con el 

tratamiento BRADY, mientras que DHZ e iP se observaron en niveles más bajos en V4 y R2, 

respectivamente. Van Zeijl y col. [222] y Reid y col. [223] mostraron que tanto la adición de FN como la 

presencia de rizobios inducen la producción de iP y tZ en M. trunculata y Lotus japonicus, 

respectivamente. Las auxinas se acumulan en los pelos radicales de raíces infectadas, y en el cortex y 

periciclo de nódulos jóvenes [221], tal como los observados en plantas del tratamiento COINO en estadio 

V4 que fueron las únicas que presentaron nódulos visibles en esta etapa del desarrollo. Asimismo, estas 

fitohormonas se acumulan en los haces vasculares y el ápice de nódulos maduros, como los observados 

en plantas co-inoculadas en estadio R2 [113]. 

En base a los resultados, la co-inoculación con una bacteria productora de auxinas cambia el balance de 

fitohormonas, afectando así el resultado de la simbiosis. Aunque algunas especies del género 

Bradyrhizobium son capaces de producir AIA [224], el diseño experimental implementado en el presente 

trabajo solo nos permite atribuir los cambios observados en el metaboloma de plantas co-inoculadas a 

la presencia de JD2. Fue previamente reportado que JD2 produce auxinas en medio de cultivo mediante 

el método de Salkowsky [112], pero aún no se ha confirmado la producción de AIA específicamente por 

parte de esta cepa. Es posible que las auxinas producidas por JD2 aumenten la disponibilidad de AIA en 

los estadios V4 y R2. 

Los resultados de metabolómica tanto de raíces como de exudados de plantas de soja en diferentes 

momentos de muestreo se resumen en la Figura 12 y aparecen en el artículo Comparative metabolite 



   
 

71 
 

analysis of Delftia-Bradyrhizobium co-inoculated soybean plants using UHPLC-HRMS-based 

metabolomic profiling publicado en el Journal Symbiosis, y adjunto en el Anexo 5. 

Como parte de la difusión del proyecto que financió la tesis (Proyecto FMV 1-2017-1-136505)3 se 

produjo el material divulgativo en formato de comic que se presenta en el Anexo 5. Se trata de una 

historieta desarrollada junto al grupo ComicBacterias (https://www.comicbacterias.com/mini-

bactericomics/juego-delftia-jd2/) y Bandas Educativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3 Financiado por ANII ( Agencia Nacional de Investigación e innovación) y titulado “Implicancias de la 
interaccion triple soja-bradyrizobios-Delftia sp. JD2 sobre la respuesta vegetal”. 

https://www.comicbacterias.com/mini-bactericomics/juego-delftia-jd2/
https://www.comicbacterias.com/mini-bactericomics/juego-delftia-jd2/
https://www.anii.org.uy/
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Figura 12. Representación temporal de los principales cambios observados durante la interacción entre soja, 

B. elkanii y JD2, en comparación con la inoculación simple de soja con B. elkanii (Modificado de Riviezzi y col. 

2021b). En etapas tempranas (< 2 semanas), el rizoplano es colonizado por JD2 y los bradyrizobios; las 

isoflavonas junto con otros metabolitos exudados por las raíces inducen la quimiotaxis hacia las raíces. 

Las isoflavonas inducen la expresión de genes nod (con la consecuente síntesis de Factores de 

Nodulación – FN – por parte de los bradyrizobios). JD2 produce auxinas que podrían contribuir a la 

disponibilidad de estas fitohormonas para las plantas, induciendo el crecimiento radicular. En el estadio 

V4, la co-inoculación promueve la nodulación. El incremento de auxinas y citoquininas podrían explicar 

las mejoras observadas en el crecimiento vegetal y acumulación de N en el estadio R2 y un mayor índice 

de cosecha en el estadio R8, en comparación con la inoculación únicamente con bradyrizobios (Cagide 

y col. 2018). 
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7. Conclusiones 

En resultados previos se observó que la co-inoculación de plantas de soja con JD2 y bradyrizobios 

incrementa la nodulación mediante la regulación de algunos metabolitos [113,182]. En este trabajo, los 

efectos de la co-inoculación sobre la fisiología de las plantas de soja se estudió mediante aproximaciones 

proteómica y metabolómica con el enfoque en un grupo específico de compuestos, y se resumen en los 

modelos de las Figuras 10 y 11.   

El perfilado polifenólico mediante UHPLC-HRMS nos permitió obtener descriptores químicos relevantes 

para la clasificación de muestras de raíces y exudados, en relación con las etapas del desarrollo vegetal 

y los tratamientos de inoculación. De esta manera, se logró diferenciar a los distintos tiempos de 

muestreo y tratamientos mediante la clasificación lograda con el análisis PLS-DA. Con la implementación 

de comparaciones de a pares de tratamientos (COINO vs BRADY y JD2 vs Control), encontramos varios 

flavonoides, ácidos hidroxicinámicos, ácidos benzoicos y sus derivados como responsables de la 

separación observada entre las muestras. 

El análisis de muestras obtenidas de ensayos en condiciones de invernáculo nos permitió evaluar los 

efectos de JD2 en la fisiología de las raíces. Por otra parte, la evaluación de exudados rizosféricos 

obtenidos de plantas crecidas en condiciones de hidroponia facilitó la detección de algunos metabolitos 

implicados en la comunicación entre los simbiontes durante las etapas tempranas de la interacción. 

Entre ellos, observamos el aumento en los niveles de precursores de flavonoides en exudados 

rizosféricos de plantas inoculadas con JD2, lo que sugiere que se produce una síntesis y liberación activa 

de isoflavonas hacia la rizosfera en presencia de esta cepa. 

Las diferencias entre tratamientos en la concentración de los inductores de genes nod no fueron 

significativas en las raíces en estadio V4, aunque la genisteína se detectó en menores niveles en raíces 

correspondientes a COINO en comparación con BRADY en el estadio R2. La nodulación se encuentra ya 

establecida en V4, por lo que no sería necesaria la producción de flavonoides inductores de genes de 

nodulación en estos estadios de crecimiento.  

Las mayores diferencias en los niveles de fitohormonas se observaron en raíces de plantas co-inoculadas 

en estadio V4. Niveles mayores de AIA y tZ fueron detectados también en plantas co-inoculadas en 

estadio R2. Los resultados apoyan la hipótesis de que la producción de auxinas por JD2 juega un rol 
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crucial en las mejoras registradas sobre las características agronómicas de soja, cuando las semillas son 

inoculadas juntamente con JD2 y bradyrizobios. 

Nuestros resultados indican que: 

• La presencia de genisteína induce en las células de JD2 cambios en la producción de proteínas 

involucradas con la movilidad, la formación de biofilms y la colonización, procesos relacionados con 

el comportamiento epifito de la bacteria que la lleva a una colonización activa de la superficie de 

las raíces. 

• las plantas distinguen una interacción asociativa en condiciones de co-inoculación y que se disparan 

en ellas mecanismos de defensa vegetal frente a posibles estreses. La co-inoculación produce un 

aumento en la expresión de proteínas relacionadas con la tolerancia al estrés, preparando al nódulo 

(o la planta) para enfrentar un ambiente potencialmente dañino. La evaluación de esta simbiosis 

en condiciones de estrés en el futuro nos podría ayudar a responder estas preguntas y/o confirmar 

lo observado como resultado de este trabajo. 

• En relación con los efectos sobre la nodulación y acumulación de N causados por la co-inoculación, 

se confirma que la presencia de JD2 juega un rol crucial en la relación entre los contenidos de 

auxinas y citoquininas. Esta relación es a su vez determinante en el establecimiento de la 

nodulación y en la magnitud de la FBN.  
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9. Anexos 

Anexo 1. Medios de cultivos, buffer y soluciones nutritivas utilizadas 

 

Medio YEM 

Componente Cantidad 

Manitol 10 g 

K2HPO4 0.5 g 

MgSO4.7H2O 0.2 g 

NaCl 0.1 

Extracto de levadura 0.75 g 

Agua destilada csp 1000 ml 

pH 7 

      

Medio YEM sólido: YEM adicionado con Agar 16 g/l 

 

Medio TY 

Componente Cantidad 

Triptona 5 g 

Extracto de levadura 3 g 

CaCl2 x 2 H2O 0.9 g 

Agua destilada csp 1000 ml 

pH 7 
 

Medio Jensen 10X 

 

 

 

 

 

 

 *Solución de micronutrientes  

 

Componente Cantidad 

CaHPO4 10 g 

K2HPO4 2 g  

MgSO4 2 g 

NaCl 2 g 

FeCl3 3.4% 2.5 ml 

Solución de micronutrientes* 10 ml 

Agua destilada 1 l 

pH 7 
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Buffer fosfato (0.2 M, pH7) 

 

 

 

 

Solución A: 0.2 M - fosfato de sodio monobásico: 27.8 g/l 

Solución B: 0.2 M - fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4.7H2O): 53.65 g/l 

Buffer: 39.0 ml Solución A + 61.0 ml Solución B + Agua destilada hasta completar 200 ml. 

Se utiliza a una concentración de 50 mM. 

 

Solución Somesagaran y Hoben (S-H) 

Medio nutriente sin N adaptado por Somasegaran y Hoben (1985) de Broughton y Dillworth, (1970). 

 

Solución 1: CaCl2. 2H2O: 294,1 g/L (2M) 

Solución 2: KH2PO4: 136,1 g/L (1M) 

Solución 3: Fe-citrato: 6,7 g/L (0,02M)  

     Mg, MgSO4. 7H2O 123,3 g/L (0,5 M) 

           K2SO4   87.0 g/L (0,5M) 

          Mn, MnSO4.H2O 0,338 g/L (0,002 M) 

Solución 4: H3BO3: 0,247 g/L (0,004 M) 

      ZnSO4.7H2O: 0,288 g/L (0,001 M) 

         CuSO4.5H2O: 0,1 g/L (0,0004 M) 

      CoSO4.7H2O: 0,056 g/L (0,0002 M) 

      Na2MoO2.2H2O: 0,048 g/L (0,0002 M) 

Componente Cantidad 

H3BO4 1 g 

MnSO4.H2O 0.75 g 

Na2MoO4.2H2O 0.04 g 

CuSO4.5H2O 0.04 g 

ZnSO4.7H2O 0.1 g 

Agua destilada 500 ml 
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Para preparar 1 L de solución, mezclar 10 ml de cada solución stock, agregar H2O hasta completar 1 L. 

Ajustar con 1N NaOH a pH 6,6-6,8.  
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Anexo 2. Lista de compuestos utilizados en el análisis de perfilado metabólico. Se detallan las fórmulas 

empíricas y las masas exactas.  

Compuesto Formula 
química  

[M-H]- Masa 
iónica 
exacta* 

(-)-epicatequina / (+)-catequina C15H14O6 289.0717 

(-)-epigalocatequina / (+)-galocatequina C15H14O7 305.0666 

ácido 2,3-dihidroxibenzoico / ácido 2,4- dihidroxibenzoico / ácido 2,6- 
dihidroxibenzoico / ácido 3,4- dihidroxibenzoico / aldehído Gálico  

C7H6O4 153.0193 

6''-O-Malonilgenistina C24H22O13 517.0987 

Apiin (Apigenina 7-O-apiosil-glucósido) C26H28O14 563.1406 

Arbutina C12H16O7 271.0823 

Ácido ascórbico  C6H8O6 175.0248 

Ácido asiático C30H48O5 487.3429 

Asparagina C4H8NO3 117.0431 

Ácido benzoico / 4-Hidroxibenzaldehído C7H6O2 121.0295 

Ácido betuliníco C30H48O3 455.3530 

Biochanina A / Gliciteína / Genkwanina (apigenina 7-metil éter) C16H12O5 283.0612 

Ácido cafeico C9H8O4 179.0349 

Chalcona C15H12O 207.0815 

Ácido cinámico C9H8O2 147.0451 

Cumarina C9H6O2 145.0295 

Cumestrol C15H8O5 267.0299 

Cianidina C15H11O6 286.0482 

Daidzeína C15H10O4 253.0506 

Daidzeína 7-O-glucósido C21H20O9 415.1034 

Delfinidina 3-rhamnósido-5-glucósido C27H31O16 610.1539 

Ácido dihidro p-cumárico C9H10O3 165.0557 

Dihidrokaempferol 3-O-glucósido C21H22O11 449.1089 

Ácido elágico C14H6O8 300.9989 

Etil Cafeato (ácido cafeico etil éster) / Sinapaldehído C11H12O4 207.0662 

Ácido ferúlico C10H10O4 193.0506 

Flavona C15H10O2 221.0608 

GABA C4H9NO2 102.0560 

Ácido gálico C7H6O5 169.0142 

Genisteína / Apigenina C15H10O5 269.0455 

Genistin / Apigenina 7-O-glucósido  C21H20O10 431.0983 

Glutamato C5H9NO4 146.0458 

Hesperidina C28H34O15 609.1824 

Indol-3-acetaldehído C10H9NO 158.0611 

Indol-3-acetamida C10H10N2O 173.0720 

Indol-3-acetonitrilo C10H8N2 155.0614 

Indol-3-piruvato C11H9NO3 202.0509 

Ácido indolacético C10H9NO2 174.0560 

Isoramnetina C16H12O7 315.0510 

Isoramnetina 3-O-galactósido / Isoramnetina 3-O-glucósido C22H22O12 477.1038 
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Isoramnetina 3-O-rutinósido C28H32O16 623.1617 

Kaempferol 3-O-glucósido / Kaempferol 3-O-galactósido / Quercetina 3-O-
rhamnósido / Quercitrina  

C21H19O11 446.0854 

Kaempferol 3-O-rutinósido C27H30O15 593.1511 

Ácido láctico C3H6O3 89.0244 

Liquiritigenina C15H12O4 255.0662 

Liquiritina C21H22O9 417.1191 

Luteolina / Kaempferol / Auresidina C15H10O6 285.0404 

Ácido málico C4H6O5 133.0142 

Naringenina C15H12O5 271.0612 

Naringenina 7-O-glucósido C21H22O10 433.1140 

Ácido p-cumarico (ácido hidroxicinámico) C9H8O3 163.0400 

Etil éster del ácido p-cumárico  C11H12O3 191.0713 

Ácido p-cumaril glicólico C11H10O5 221.0455 

Procianidina A2 C30H24O12 575.1195 

Procianidina B2 / Procianidina B3 / Procianidina dímero B7 C30H26O12 577.1351 

Procianidina C1 C45H38O18 865.1985 

Procianidina tetrámero C60H50O24 1153.2619 

Prolina C5H9NO2 114.0560 

Quercetina C15H10O7 301.0353 

Quercetina 3-O-glucósido / Quercetina 3-O-galactósido C21H19O12 462.0803 

Ácido quínico C7H12O6 191.0561 

Resveratrol C14H12O3 227.0713 

Ácido rosmarínico C18H16O8 359.0772 

Rutina / Luteolina 7-O-rutinósido / Quercetina 3-O-rutinósido C27H30O16 609.1461 

Ácido salicílico (ácido 2-hidroxibenzoico) / ácido 4-hidroxibenzoico C7H6O3 137.0244 

Ácido sinápico C11H12O5 223.0612 

Sissotrin / (-)-epicatequina 3-O-galato / (-)-epigalocatequina 3-O-galato / (+)-
Galocatequina 3-O-galato  

C22H18O10 441.0827 

Sitosterol ferulato C39H58O4 589.4262 

Soyasaponina I C48H78O18 941.5115 

Siringaldehído / ácido verátrico / ácido dihidrocafeico C9H10O4 181.0506 

Ácido siríngico C9H10O5 197.0455 

Ácido treonico  C4H8O5 135.0299 

Trehalosa / Maltosa C12H22O11 341.1089 

Triptófano C11H12N2O2 203.0826 

Umbeliferona (7-hidroxicumarina) / 4-Hidroxicumarina C9H6O3 161.0244 

Ácido vanílico C8H8O4 167.0349 

Vanilina  C8H8O3 151.0400 

Xilosa C5H10O5 149.0455 

Zeatina C10H13N5O 218.1047 

*masa exacta de la molécula desprotonada 
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Anexo 3. Comparación de la intensidad de genisteína en cromatogramas obtenidos mediante Xcalibur 

Software (Thermo Scientific). 

 

Cromatogramas comparativos de los picos de genisteína (m/z 269.0450) registrados en las siguientes 

muestras: 1) Mezcla de estándares (incluida Genisteína) analizada en la misma secuencia que las raíces, 2) 

Muestra de control de calidad (QC) de raíces, 3) Mezcla de estándares (incluida Genisteína) analizada en la 

misma secuencia que los exudados, 4) Muestra de QC de exudados. 
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Anexo 4. Facing the communication between soybean plants and microorganisms (Bradyrhizobium and 

Delftia) by quantitative shotgun proteomics 
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Anexo 5. Comparative metabolite analysis of Delftia-Bradyrhizobium co-inoculated soybean plants using 

UHPLC-HRMS-based metabolomic profiling 
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Anexo 6. Historieta de divulgación: EL JUEGO DE DELFTIA SP. JD2
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