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Introduccion

I. MECANISMOS DE OSMOADAPTACION EN PROCARIOTAS.

La presién osmotica del medio es uno de los parametros fisicos que
determinan la capacidad de los organismos para crecer y proliferar en un determinado
ambiente. Las células bacterianas mantienen una presion osmatica intracelular
superior a la del medio externo, lo que unido a la presencia de una pared semirrigida
que rodea a la membrana celular, supone que cuando el agua difunde al interior, la
membrana se expande hasta ejercer una presion sobre la pared que se conoce como
presion de turgor. La disponibilidad de agua se expresa en términos fisicos como la
actividad de agua y es un requisito imprescindible para la vida. Ante una membrana
semipermeable como es la membrana citoplasmatica, el agua difunde desde una
region con alta concentracion de agua (baja concentracién de solutos) hasta una
region con menor concentracién (alta concentracion de solutos) por el proceso
denominado ésmosis. Sin embargo, una disminucion de la disponibilidad de agua
como consecuencia de la exposicion a ambientes hipersalinos, conlleva una pérdida
hidrica y una caida de la presién de turgor en las células (Poolman y Glaasker, 1998).
La salida del agua puede llegar a provocar la retraccion en la membrana citoplasmica
de la pared celular, dando lugar a un proceso conocido como plasmolisis. Si el
aumento de la osmolaridad del medio no es demasiado severo, la plasmolisis es
transitoria y después de un corto periodo de tiempo, el volumen citoplasmico se
recupera como resultado de la adaptacion osmaética de la célula.

Los microorganismos han desarrollado dos estrategias principales para
mantener el turgor celular y evitar la pérdida de agua ocasionada por el aumento de la
osmolaridad del medio externo; una de ellas consiste en la acumulacién de “sal en el
citoplasma” y la otra en la acumulacidon de moléculas organicas de bajo peso
molecular conocidas como solutos compatibles (Galinski, 1995; da Costa et al., 1998;
Roesser y Muller, 2001; Sleator y Hill, 2002; Sleator y Hill, 2002).

1. ACUMULACION DE “SAL EN EL CITOPLASMA”.

La estrategia de adaptacion a un choque hiperosmético conocida como “sal en
el citoplasma” consiste en la acumulacion de iones inorganicos del medio,
principalmente potasio (K*), hasta niveles citoplasmicos similares a los extracelulares.

Se trata de un mecanismo que esta restringido a haldfilos extremos como arqueas de
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la familia Halobacteriaceae, entre las cuales estarian las bacterias de los géneros
Halobacterium, Haloarcula, Haloquadratum, Halorhabdus, Natronobacterium, 'y
Natronococcus. Esta estrategia puede encontrarse también en eubacterias haldfilas
del orden Haloanaerobiales y en la bacteria Salinibacter ruber (Oren, 2008; Sleator y
Hill, 2002). El K* es el principal cation acumulado y, como consecuencia, el citoplasma
de estos organismos presenta concentraciones iénicas muy elevadas, que requieren
adaptaciones estructurales.

Por otro lado, dado que la respuesta en condiciones de elevada osmolaridad ha
sido estudiada en detalle en bacterias como E. coli y B. subtilis, poco se sabe sobre
los procesos de osmoadaptacion y osmorregulacion en arqueas. La mayoria de estos
organismos son extremdfilos y muchos de ellos se caracterizan por vivir en ambientes
de elevadas temperaturas y con altas concentraciones de sal. Sin embargo, algunos
de ellos utilizan las mismas estrategias generales que eubacterias y organismos
eucariotas para adaptarse a estas condiciones. Aunque en la mayoria de arqueas no
se ha detectado un sistema de transporte Kdp y su composicion lipidica en las
membranas es diferente, algunos haldéfilos extremos como Halobacterium, bombean
grandes cantidades de potasio hacia el interior celular, hasta tal punto que la
concentracién dentro de la célula puede llegar a ser varias veces superior al sodio
extracelular. La pared celular de Halobacterium contiene una glicoproteina estabilizada
por iones sodio, que es fundamental para mantener la integridad celular, por lo que
cuando escasea el sodio la célula simplemente se lisa. Esto es debido a la presencia
de enormes cantidades de aminoacidos con carga negativa, como son el aspartato y el
glutamato, en la mencionada glicoproteina de superficie. Cuando hay suficiente sodio,
las cargas negativas de los grupos carboxilos estan neutralizadas por este cation, pero
cuando es insuficiente la repulsion electrostatica de las cargas negativas conduce a la
lisis celular. Al igual que las proteinas de las paredes celulares, las proteinas
citoplasmicas de estos haldfilos son también altamente acidicas y requieren potasio
para la actividad en lugar de sodio, lo cual no es sorprendente si se tiene en cuenta
que el K es el catiéon predominante en las células de estas arqueas. Ademas, las
proteinas citoplasmicas contienen muy baja proporcion de aminoacidos hidrofébicos
como lisina, en comparacion con bacterias no haldfilas. Esto también tiene sentido, ya
que las proteinas muy polares en un medio muy iénico tienden a permanecer en
solucion, mientras que las no polares tienden a agruparse y perder actividad. Por todo
ello, es bastante evidente que las arqueas haldfilas extremas estan altamente
adaptadas a habitat salinos. Los componentes celulares que estan expuestos hacia el

exterior celular requieren sodio, mientras que los que estan expuestos hacia el interior
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requieren potasio. Con la excepcién de unas pocas eubacterias haldfilas extremas,
que también utilizan el potasio como osmolito, en ningun otro grupo se da esta
peculiaridad de tan alto requerimiento de cationes para el mantenimiento de la
actividad biolégica (Madigan et al., 2003)

2. RESPUESTA A UN CHOQUE HIPEROSMOTICO.

2.1. Captacion de potasio.

La respuesta mas temprana a un choque hiperosmatico tanto en arqueas como
en eubacterias, es la estimulacion de la captacion de K* considerada como la primera
fase de la osmoadaptacion celular seguida de la acumulacion de osmolitos organicos.
Los sistemas de transporte que llevan a cabo la acumulacién de potasio se han
estudiado en detalle en bacterias como E. coli (Epstein, 2003) y B. subtilis (Holtmann
et al., 2003). En E. coli se ha descrito la existencia de cuatro sistemas constitutivos de
transporte de potasio de baja afinidad, TrkG, TrkH, Kup y TrkF, ademas de un sistema
inducible de alta afinidad, Kdp. Trk tiene una afinidad media o baja por dicho cation y
responde principalmente ante un estrés hiperosmético a pH neutro o ligeramente
alcalino y cuando la concentracion de K" es >1 mM, siendo en estas condiciones el
sistema predominante de captaciéon de K'. Este sistema es la suma de dos
mecanismos TrkH y TrkG, codificados por conjuntos de genes de expresion
constitutiva que se encuentran dispersos por el cromosoma. Ambos pertenecen a una
superfamilia de transportadores de potasio con miembros en plantas, hongos,
bacterias y arqueas. Kup (conocido anteriormente como TrkD), es un sistema de baja
afinidad constituido por un Unico componente. En E. coli es el principal responsable de
la captacién de potasio en condiciones de estrés hiperosmaético a un pH de 5,5,
cuando la actividad de Trk es insuficiente y Kdp no se encuentra inducido. Mientras
Trk funciona a pH neutro o alcalino, Kup se vuelve importante a bajo pH actuando
como un simportador de potasio y protones (Sleator y Hill, 2002). Por dultimo, el
sistema Kdp es un transportador altamente especifico para potasio y ampliamente
distribuido en bacterias (Durell et al., 2000). Se trata de un miembro de la familia de
ATPasas de tipo P en las que la hidrélisis de ATP proporciona la energia necesaria
para impulsar el transporte de cationes. El sistema Kdp esta formado por varias
subunidades asociadas a la membrana citoplasmatica, codificadas por el operén
kdpFABCDE. Este operdn codifica ademas el sistema regulador de dos componentes

KdpDE, en el que la subunidad KdpD actia como una quinasa sensora y KdpE es el
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activador transcripcional. Kdp, por tanto, es un sistema osmoéticamente inducible,
capaz de transportar K* a muy bajas concentraciones de este cation. Ademas de
intervenir en la osmoprotecciéon de la célula, su principal funcion es el mantenimiento
de la homeostasis del potasio a concentraciones limitantes de K".

En conclusién, tanto en bacterias gram negativas como en bacterias gram
positivas, la acumulacién de potasio inducida por estrés osmotico constituye una fase
inicial del proceso de osmoadaptacion y estd mediada principalmente por la rapida
activacion de sistemas de alta y baja afinidad. Pero no todo el potasio acumulado es
osmoéticamente activo, es decir, sélo una fraccién de la concentracién total de potasio,
cuya carga se encuentra equilibrada por otras pequefias moléculas, contribuye a la
actividad osmoética. En E. coli, para recuperar el equilibrio ibnico como consecuencia
de la captacion del K tras un choque hiperosmotico, se produce la acumulacion de
glutamato. Esta molécula comienza a acumularse desde el primer minuto después del
choque osmotico y es dependiente del K*. Se estima que dicha acumulacion es
consecuencia de la reduccion de la utilizacion del glutamato para la sintesis de otros

compuestos nitrogenados (McLaggan et al., 1994).

2.2. Acumulacion de solutos compatibles.

Dado que elevadas concentraciones intracelulares de K* tienen efectos
negativos sobre las funciones celulares, la captacion de potasio es una respuesta
inadecuada para la adaptacion a elevada salinidad durante periodos prolongados, por
lo que transcurrido un tiempo, es necesaria una segunda fase de adaptacion que
implica la acumulacion de solutos compatibles, bien por sintesis “de novo” o por
transporte (Wood et al., 2001).

Los solutos compatibles son moléculas organicas altamente solubles y de bajo
peso molecular que se caracterizan por no interferir con el metabolismo central o el
desarrollo de los procesos celulares vitales incluso cuando se acumulan a
concentraciones elevadas (Brown, 1976). La acumulaciéon de solutos compatibles es
un fendmeno que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y esta
evolutivamente conservado en los tres dominios (Roberts, 2000). Ademas de su papel
osmoprotector, estos compuestos pueden tener otras funciones en la célula, como
constituir importantes reservas de carbono y nitrégeno y actuar por tanto como
sistemas de almacenamiento de nutrientes y energia. Muchos de ellos, ademas, son

efectivos estabilizadores enzimaticos y proporcionan también proteccion frente a altas
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temperaturas, ciclos de congelacién y descongelacion, desecacion y estrés oxidativo
(Welsh, 2000).

Los solutos compatibles pueden ser sintetizados directamente por el
microorganismo o bien tomados del medio externo, previo a su acumulacion
intracelular. Todas estas sustancias son muy solubles en agua y se trata de azucares
(y azucares derivados), alcoholes (y alcoholes derivados) y aminoacidos (y
aminoacidos derivados). La mayoria de los organismos acumulan una mezcla de
solutos compatibles en respuesta a un estrés hiperosmoético, cuya composicion
depende del organismo, de la fase de crecimiento, de las condiciones fisioldgicas de la
célula y de la composicion del medio de cultivo (Galinski y Triper, 1999).

Los osmolitos organicos pueden clasificarse en tres categorias en funcién de
sus propiedades quimicas: solutos compatibles con carga neutra neta, no cargados y
solutos compatibles cargados negativamente (Roberts, 2005). Algunos de estos
compuestos vienen representados en la figura 1.1 y se han detectado en muchos
microorganismos, como son el caso de la trehalosa, glicina betaina y el a-glutamato,
mientras que otros tienen una distribucién mas restringida. Los polioles, por ejemplo,
se encuentran ampliamente distribuidos en hongos y algas, pero muy raramente en
procariotas. La ectoina e hidroxiectoina son ejemplos de solutos compatibles

encontrados solo en eubacterias (Roberts, 2000; Santos y da Costa, 2002).

2.2.1. Diferencias principales entre solutos compatibles acumulados por

bacterias y arqueas.

A diferencia de eubacterias, la mayoria de las arqueas que han sido
estudiadas, contienen altas concentraciones intracelulares de cationes inorganicos
(principalmente de K*) y muchas de las proteinas tanto de arqueas halofilas como no
haldfilas, son ricas en aminoacidos 4cidos dando lugar a una carga neta negativa. En
Methanohalophilus portucalensis, el K intracelular varia con la concentracion externa
de NaCl y el potasio puede ser considerado como un osmolito principal en esta
bacteria (Roberts, 2000). Sin embargo, en la mayoria de estos organismos también se
ha determinado la acumulacion de solutos compatibles de una forma similar a
eubacterias y organismos eucariotas. La diferencia reside en que la mayoria de los
solutos de arqueas son compuestos anionicos, es decir, estan cargados
negativamente por la adicién de grupos fosfato, carboxilato y sulfato (algunos de ellos

estan representados en la figura 1.1). Aunque también existen algunas excepciones,
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como son los solutos a-glutamato y glicina betaina, que se han detectado y se
consideran osmolitos tanto en eubacterias como en arqueas.

Algunas arqueas a menudo utilizan derivados anionicos de solutos compatibles
de eubacterias y eucariotas, por ejemplo la trehalosa, en bacterias cuyo derivado
cargado negativamente, la 2-sulfotrehalosa, ha sido detectado como osmolito en los
haléfilos Natronococcus occultis y Natronobacterium spp. También el mio-inositol, un
osmolito de plantas y mamiferos, cuyo derivado aniénico, el di-mio-inositol fosfato
(DIP) es el principal soluto compatible de algunas arqueas y bacterias termdfilas e
hipertermdfilas. Una posible explicacion para la preferencia de este tipo de bacterias
por acumular solutos anidnicos, puede deberse a su necesidad de equilibrar la alta
concentracion intracelular de cationes inorganicos, en especial K* (RoeRler y Miiller,
2001).

3. DISTRIBUCION DE LOS SOLUTOS COMPATIBLES.

3.1 Acumulacién de aminoacidos como soélutos compatibles en organismos

procariotas.

Salvo algunas excepciones, la neutralizacion de K* es producida por la
acumulacion de aniones organicos, mayoritariamente aminoacidos y derivados, como
son principalmente el a-glutamato y sus isémeros, que pueden ser sintetizados
internamente o capturados del medio externo. En general, la combinacion de K* y la
acumulacion de glutamato alcanza un papel fisiolégico clave para la activacién del
proceso de osmoadaptacion (da Costa et al., 1998). El B-glutamato, un isbmero muy
poco frecuente, ha sido identificado en bacterias marinas y algunas arqueas
metanogénicas. En bacterias como P. mobilis y Aquifex pyrophilus se ha visto que
acumulan ambos isémeros dependiendo de las maximas concentraciones de sal
toleradas (Empadinhas y da Costa, 2008).

Otros osmolitos como la alanina, glutamina y prolina (Figura 2) se consideran
los solutos compatibles de muchos organismos. Algunas bacterias gram-positivas
pueden acumular alanina y glutamina en bajas concentraciones y prolina en
concentraciones muy altas en condiciones de estrés salino. La capacidad
osmoprotectora de la prolina estd ampliamente distribuida en muchas bacterias y
pueden acumularla (por sintesis o transporte) a concentraciones de orden molar,
pudiendo llegar a representar hasta el 20% del peso seco de los organismos que la

acumulan.
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Figura 1.1. Solutos compatibles clasificados por su estructura quimica e identificados en

organismos procariotas. (Figura adaptada de Roberts , 2005).

Dentro de procariotas, la prolina fue inicialmente identificada en varios haléfilos

del género Bacillus y en la bacteria no haléfila B. subtilis, donde es sintetizada a partir

de glutamato en tres reacciones consecutivas en las que intervienen las enzimas

codificadas por los genes proB', proA? y proC? (Sleator y Hill, 2002; Emphadinhas y da

Costa, 2008). Posteriormente, se desmostr6 que cepas de Bacillus haléfilas y
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halotolerantes acumulan preferentemente ectoina, sola o en combinacion con prolina

dependiendo de las concentraciones de NaCl en el medio.

' El producto codificado por este gen es una y-glutamil quinasa
2 La proteina que codifica es y-glutamil fosfato reductasa
*La proteina que codifica es A-1-pirrolina-5-carboxilato reductasa.

Bacterias gram-negativas como E. coli y S. typhimurium suelen acumular este
compuesto por los sistemas de transporte de prolina: PutP, ProP y ProU. Los dos
ultimos son osméticamente inducibles y responden significativamente a un choque
hiperosmético, si bien es ProP el que contribuye en mayor medida a la
osmoadaptacién por la captacién de prolina (Csonka et al., 1988).

Por otro lado, la glicina betaina (N, N, N-trimetil glicina) se considera un soluto
compatible universal que parece extenderse en los tres dominios, desde miembros de
eubacterias y arqueas, con diversas caracteristicas ecofisiologicas, hasta plantas
halotolerantes y algas (Emphadinhas y da Costa, 2008). Este soluto tan versatil es
captado del medio externo por muchos organismos utilizandolo para adaptarse a
condiciones de estrés salino. Por otro lado, la sintesis de este compuesto es un
fendmeno extrafio en bacterias heterétrofas y muy comun en bacterias fototrofas y
arqueas metanogénicas que presentan tolerancia a elevada salinidad. En realidad, el
término “biosintesis” de glicina betaina se utiliza para describir la reaccion de oxidacién
de su precursor; la colina, aceptandose esta reaccidén enzimatica como la alternativa a
la sintesis “de novo”. La obtencién de glicina betaina a partir de colina se ha estudiado
en detalle en bacterias como E. coli,, de modo que la colina es transportada por los
sistemas de transporte de alta y baja afinidad BetT y ProU, para posteriormente
convertirla en glicina betaina con la participacion de las enzimas BetA (colina
deshidrogenasa) y BetB (glicina betaina aldehido deshidrogenasa). Los genes que
codifican estas proteinas se encuentran agrupados en el operén betlBA,
osmaoticamente inducible. Betl es una proteina represora sensible a la colina presente
en el medio (Sleator y Hill, 2002). Sin embargo, el transporte de osmolitos en los
organismos es un proceso energéticamente mas favorable que su sintesis, de manera
que la acumulacion de estos compuestos a partir de fuentes exégenas habitualmente
inhibe la sintesis intracelular. E. coli y S. typhimurium presentan dos permeasas
osmorreguladas, ProP y ProU, que median la captacion de la mayoria de los
osmoprotectores en estas dos bacterias. ProP, ademas de transportar glicina betaina

(en respuesta a un choque osmético) también capta prolina y ectoina con afinidades
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similares. ProU es un sistema de tipo ABC que se induce a nivel transcripcional y
presenta mayor afinidad por betainas que por prolina.

Por ultimo, se ha visto el papel osmoprotector de algunos aminoacidos N-
acetilados como son el de la N®-acetil-ornitina y N°-acetil-B-lisina. El primero de ellos
fue identificado en casi todas las especies de Bacillus, mientras que el segundo parece
ser exclusivo de arqueas metanogénicas donde es sintetizado en condiciones de
estrés salino a partir de los genes ablA (lisina-2,3-aminomutasa) y ablB (B-lisina
acetiltransferasa) (Pflliger et al., 2003; Wohlfarth et al., 1993). Otras formas ciclicas de
aminoacidos N-acetilados, la ectoina y su derivado hidroxiectoina (Figura 1.2), fueron
identificados como principales solutos compatibles en la bacteria fotétrofa de azufre
Ectothiorhodosphira halochloris y en Halobacillus halophilus. La ectoina se sintetiza en
Halobacillus como soluto mayoritario durante fase estacionaria por accién de las
proteinas codificadas por los genes del operéon ectABC, que es ométicamente inducido

por altas concentraciones de NaCl (Galinski et al., 1985; Saum y Muller, 2008).
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Figura 1.2. Estructura de algunos aminoacidos y derivados, acumulados como solutos

compatibles en organismos procariotas.
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Hasta el momento, las plantas y animales no parecen producir este compuesto
y la sintesis intracelular como soluto organico uUnicamente ha sido detectada en
bacterias haldfilas. La mayoria de las bacterias no haléfilas lo captan del medio y lo

utilizan como un potente osmoprotector.

3.2. Acumulacion de polioles como solutos compatibles.

Polioles como el glicerol, arabitol, sorbitol, manitol e inositol son solutos
compatibles caracteristicos de hongos halotolerantes y de algunas algas y plantas. La
utilizacion de polioles como solutos compatibles en bacterias es un fenédmeno muy
poco frecuente, aunque se da en algunas como son Zymomonas mobilis y
Pseudomonas putida (Kets et al., 1996; Loos et al., 1994). A diferencia de la mayoria
de bacterias heterétrofas, Z. mobilis es capaz de convertir sacarosa en glucosa y
sorbitol, utilizandolo después como soluto compatible. De forma similar P. putida
sintetiza y acumula manitol en respuesta a estrés osmético. Otros microorganismos,
como algunas cianobacterias con moderada tolerancia a sal, sintetizan
glucosilglicerol (figura 1) como osmolito en condiciones de estrés salino (Mikkat et
al., 1996). Las proteobacterias halotolerantes Pseudomonas mendocina y
Stenotrophomonas rhizophila también producen este compuesto que es un derivado

estructural del galactosilglicerol de algunas algas rojas (Mikkat et al., 2000).

3.3. Acumulacién de polioles con enlaces fosfodiéster en bacterias

hipertermofilas y terméfilas.

El término “termdfilo” habitualmente se emplea para definir a organismos con
temperaturas Optimas de crecimiento entre 65°C y 80°C, mientras que el término
“hipertermdfilo” se utiliza para organismos con temperaturas optimas de crecimiento
superiores a 80°C. Entre estos ultimos microorganismos, el di-mio-inositol fosfato
(DIP) es el mayor soluto compatible acumulado, principalmente en respuesta a
temperaturas de crecimiento por encima de las 6ptimas (Santos y da Costa, 2002). En
el primer organismo donde fue identificado fue en la arquea Pyrococcus woesei y
posteriormente se ha visto que es acumulado por muchas otras hipertermofilas de los
géneros Aeropyrum, Aquifex, Archaeglobus, Pyrodictium, Pyrobulus, Stetteria,
Thermococcus y Thermotoga (Santos et al., 2007; Scholz et al., 1992). También se ha
descubierto la acumulacion de este compuesto en las bacterias termdfilas Rubrobacter

xylanophilus y Phersephonella marina (Empadinhas et al., 2008; Santos et al., 2007).
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La ruta biosintetica del DIP asi como los genes implicados fueron estudiados vy
caracterizados por Rodionov y colaboradores (2007) y Rodrigues y colaboradores
(2007).

Otros compuestos portadores de enlaces fosfodiéster (Figura 1.3.) que han sido
identificados como solutos compatibles en organismos hipertermofilos, son el di-
manosil-di-mio-inositol fosfato (DMDIP), cuya concentracién aumenta en respuesta
a estrés térmico en bacterias del género Thermotoga, el diglicerol fosfato (DGP) que
se acumula en Archaeglobus en condiciones de estrés salino y el gliceril-mio-inositil
fosfato (GIP), una quimera estructural de DIP y GIP que es acumulado por Aquifex
pyrophilus 'y Archaeglobus fulgidus con una doble funcién, osmoprotectora vy
termoprotectora, en respuesta a una combinacion de ambos estreses térmico y salino
(Lamosa et al., 2000; Lamosa et al., 2006; Martins et al., 1996).
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Figura 1.3. Estructura de los principales polioles con enlaces fosfodiéster acumulados como

solutos compatibles en organismos hipertermafilos y termdfilos.

3.4. Acumulacion de Manosilglicerato y Manosilgliceramido.

El manosilglicerato (MG) fue identificado como soluto organico en el alga roja
Polysiphonia fastigiata aunque las concentraciones en este organismo no estan
correlacionadas con un aumento de la salinidad del medio. Sin embargo, se ha
detectado este compuesto en bacterias termofilas como Thermus thermophilus y
Rhodothermus marinus donde la acumulacién de este soluto compatible si tiene lugar
en respuesta a estrés salino. Algunas cepas de T. thermophilus, una bacteria
halotolerante moderada, se han clasificado en funcién de su tolerancia a NaCl. El MG

y la trehalosa son los compuestos mayoritarios acumulados dependiendo de las
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distintas concentraciones de NaCl que pueden llegar a tolerar, sugiriendo que el MG
unicamente es requerido para la adaptacion en concentraciones de baja de salinidad.
Una situacion similar ocurre con Rhodothermus marinus, donde el MG se acumula con
el aumento de la salinidad del medio. Sin embargo, cuando se alcanzan las maximas
concentraciones de sal en la que puede crecer, aparece una forma neutra como
principal soluto compatible. Este compuesto se denomina Manosilgliceramido (MGA)
y podria sintetizarse a partir de la amidacién del MG, aunque los genes y la
correspondiente enzima no han sido identificados todavia (Nunes et al., 1995; Santos
et al., 2007; Silva et al., 1999).

Manosilglicerato Manosilgliceramido

OH
Cl,0H Og CH,OH o
HO HO
HO HO
CH,OH CH,OH
o\< o\<

coo" C=—=NH
o

Figura 1.4. Estructura de los solutos compatibles manosilglicerato y manosilgliceramido.

3.5. Acumulacion de Glucosilglicerato, Glucosil-glucosilglicerato y Manosil-

glucosilglicerato.

El Gluclosilglicerato (GG) es un analogo estrucutural del MG (Figura 1.5) y fue
identificado en primer lugar en la cianobacteria marina Agmellum quadruplicatum en
condiciones limitantes de nitrogeno. Posteriormente, se ha detectado como soluto
compatible en la y-proteobacteria Erwinia chysanthemi en condiciones limitantes de
nitrégeno y estrés salino, remplazando a los solutos glutamina y glutamato, que se
sintetizan cuando las concentraciones de nitrégeno son abundantes en el medio
(Goude et al., 2004). En un primer lugar, este compuesto fue asociado a organismos
mesofilos pero también ha sido identificado en algunas bacterias terméfilas, sugiriendo
finalmente que el GG y MG estarian desempenando un papel funcionalmente
intercambiable en la adaptacion a estrés (Empadinhas y da Costa, 2008).

Otros compuestos derivados de GG son el glucosil-(1,6)-glucosilglicerato

(GGG) y el manosil-(1,2)-glucosilglicerato (MGG). Aunque el primero de ellos
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(GGG), ha sido detectado en Phersephonella marina, inicialmente fue identificado en
pequenas cantidades en micobacterias como un intermediario de la sintesis de un
lipopolisacarido con metilglucosa muy poco frecuente (Kamisango et al., 1987). Por
otro lado, el MGG se descubrié en Petrotoga miotherma donde se acumula con un
aumento de la concentracion de NaCl en el medio. En concentraciones superiores de

NaCl este soluto es reemplazado por prolina y a-glutamato (Jorge et al., 2007).
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Figura 1.5. Estructura del glucosilglicerato (GG) y sus derivados manosil-glucosiglicerato

(MGG) y glucosil-glucosilglicerato (GGG).

3.6. Acumulacién de Bifosfoglicerato ciclico en arqueas metanogénicas.

El 2,3-bifosfoglicerato ciclico (cBPG) (Figura 1.1) es uno de los solutos
compatibles que acumulan algunas arqueas metanogénicas para neutralizar las
cargas positivas derivadas de la acumulacién de K*. Este compuesto se ha detectado
en arqueas con un rango amplio de temperaturas de crecimiento. No parece tener un
papel osmoprotector, pero si multiples funciones: ademas de ser un eficiente
termoprotector, también actia como un intermediario en la ruta gluconeogénica y
como reservorio de fosfato para la sintesis de ATP (Gorkovenko y Roberts, 1993;
Shima et al., 1998).
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3.7. Trehalosa y sacarosa como azucares osmoprotectores.

3.7.1. Acumulacion de sacarosa.

La sacarosa en un disacarido no reductor formado por glucosa y fructosa que
se acumula principalmente en plantas (Lunn y MacRae, 2003). Entre los organismos
procariotas, unicamente cianobacterias de aguas dulces y marinas y algunas
proteobacterias lo acumulan como soluto compatible en condiciones de estrés
osmotico. Se sabe que bacterias como Sinorhizobium meliloti 'y Rhizobium
leguminosarum aprovechan la sacarosa en condiciones de estrés, utilizando el
disacarido como un potente osmoprotector no acumulado y como fuente de carbono y
energia simultaneamente. Esta forma de emplear sacarosa como osmoprotector no
acumulado estaria contribuyendo de modo indirecto a la acumulacién de solutos
compatibles de sintesis endégena (Gouffi et al., 1999).

La rutas para la sintesis de sacarosa fueron caracterizadas en primer lugar en
plantas superiores y después en algas verdes y cianobacterias (Lunn, 2002). La
primera consiste en la formacién de sacarosa mediante dos reacciones enzimaticas en
las que intervienen la SPS (sacarosa-6-fosfato sintasa) y la SPP (sacarosa-6-fosfato
fosfatasa) a través de un intermediario fosforilado similar a la ruta TPS/TPP de
trehalosa. Los genes sps y spp pueden estar localizados en regiones separadas del
cromosoma pero también pueden formar un mismo operén e incluso estar fusionados
en un gen bifuncional. Otra ruta alternativa identificada en plantas superiores y en
algunas cianobacterias filamentosas del género Anabaena, implica una sacarosa
sintasa (SuS) que cataliza la condensacion enzimatica de ADP-glucosa y fructosa para
formar sacarosa (Curatti et al.,, 2000). La reaccién catalitica de la enzima SuS es
reversible y parece que su actividad esta implicada mayoritariamente en el

catabolismo de la sacarosa.

3.7.2. Acumulacién de trehalosa.

A. Biosintesis de trehalosa.

La trehalosa (1-O-a-D-glucopiranosil-a-D-glucopirandsido) es un disacarido no
reductor que se encuentra en diversos organismos, desde bacterias, arqueas,
levaduras y hongos hasta plantas e invertebrados. Se trata de un soluto capaz de

proteger numerosas estructuras bioldgicas (proteinas y membranas celulares) frente a
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varios tipos de estrés, incluyendo desecacion, oxidacion, calor, frio, deshidratacion,
congelacion y condiciones hiperosmoéticas (Simola et al., 2000; Singer y Lindquist,
1998). Se ha observado que la trehalosa es un soluto osmorregulado acumulado por
muchos organismos en respuesta a distintos tipos de estrés, mediante sintesis “de
novo” como soluto predominante en ausencia de solutos compatibles exdgenos.
Muchas son las funciones que se le han atribuido a este disacarido. En bacterias,
ademas de ser un conocido osmoprotector, la trehalosa puede ser utilizada como
fuente de carbono y energia y como parte de la estructura de la pared celular. En
bacterias de los géneros Mycobacteria, Nocardia, Rhodococcus 'y Corynebacterium, la
trehalosa es un componente de glicolipidos de la pared celular. En levaduras ademas
de ser un eficiente osmoprotector, la trehalosa 6-fosfato actia como un regulador del
flujo metabdlico de glucosa durante la glucolisis. En insectos es el azucar mas
abundante de la hemolinfa y en los musculos del térax donde es consumida durante el
vuelo. Hasta hace unos afios, se pensaba que la trehalosa Unicamente se sintetizaba
en plantas como las llamadas “resurreccion” como Selaginella lepidophylla 'y
Myrothammus flabellifolius, donde el disacarido era la molécula clave para protegerlas
del estrés por sequia. Sin embargo, numerosos estudios realizados con plantas
transgénicas, asi como la disponibilidad de informacion de secuencias gendmicas de
algunas plantas, han mostrado que la trehalosa es sintetizada en muchas otras
plantas. En Arabidopsis thaliana por ejemplo, se ha demostrado que la trehalosa
desempena un papel fundamental en el desarrollo embrionario y en la sefalizacién del
acido abscisico y azucares. Ademas, se conoce también el papel de la trehalosa como
fuente de carbono y energia y como molécula sefal en rutas metabdlicas especificas
(revisado por Elbein et al., 2003; Avonce et al., 2006 y Paul et al., 2008).

Hasta la fecha, se han descrito cinco rutas para la biosintesis de este
disacarido; la ruta TPS/TPP, TreS, TreY/TreZ, TreP y por ultimo la ruta TreT (Figura
1.6). La ruta TPS/TPP fue la primera que se descubridé hace 50 afios y también la mas
ampliamente distribuida. Presente en todos los procariotas y organismos eucariotas
que sintetizan trehalosa, es la uUnica ruta presente en plantas, y consiste en dos
reacciones enzimaticas llevadas a cabo por la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) que
forma trehalosa-6-fosfato a partir de UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato, y por la enzima
trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) que utiliza la trehalosa-6-fosfato para formar
trehalosa libre liberando fosfato inorganico. Los genes que codifican estas dos
enzimas se identificaron originalmente en E. coli y se denominan otsA y otsB. La
segunda ruta de sintesis de trehalosa es llevada a cabo por una trehalosa sintasa

(TreS 6 TS) donde existe una isomerizacion reversible del enlace a1,4 de una maltosa
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a a1,1, dando lugar a una molécula de trehalosa (De Smet et al., 2000). Es exclusiva
de bacterias y fue descubierta en primer lugar en Pimelobacter. Después, ortélogos de
este gen (treS) han sido identificados en otras bacterias. La ruta TreY/TreZ ha sido
detectada en arqueas termdfilas del género Sulfolobus y las bacterias del género
Arthrobacter y Rhizobium entre otras. En esta ruta la trehalosa se sintetiza a partir de
maltodextrinas (maltooligosacaridos, glucégeno y almidén), de modo que la
maltooligosil trehalosa sintasa (MOTS), codificada por el gen treY, transglicosila el
ultimo enlace del extremo reductor de la cadena de una conformacion a1,4 a a1,1,
para formar maltooligosil trehalosa. Después, una maltooligosil trehalosa
trehalohidrolasa (MOTTH), codificada por el gen freZ, cataliza la liberacion de la
trehalosa terminal. La cuarta ruta, la trehalosa fosforilasa (TreP), presente en hongos
(Agaricus bisporus) y algunos protistas (Euglena gracilis), cataliza la hidrdlisis
reversible de trehalosa en presencia de fosfato inorganico. La transferencia de una
molécula de glucosa a un fosfato genera glucosa-1-fosfato y libera otro residuo de
glucosa. Esta reaccion es reversible “in vitro”, pero “in vivo” parece transcurrir
preferentemente hacia la degradacién del disacarido, por lo que la participacion de
TreP en la sintesis no esta clara (Wannet et al., 1998a). La ultima ruta biosintética ha
sido descubierta recientemente en las arqueas extremdéfilas Thermococcus litoralis 'y
Pyrococcus y en la bacteria Thermotoga maritima, en las que una trehalosa
glucosiltransferasa (TreT) cataliza la formacion reversible de trehalosa a partir de
ADP-glucosa y glucosa, aunque también puede emplear UDP-glucosa o GDP-glucosa
con menor eficiencia (Qu et al., 2004).

La mayoria de microorganismos poseen una uUnica ruta biosintética, pero
algunos de ellos, incluyendo M. tuberculosis, C. glutamicum, T. thermophilus,
Rubrobacter xylanophilus, Sinorhizobium meliloti, Bradyrhizobium japonicum 'y
Rhodobacter sphaeroides pueden poseer varias de ellas (Avonce et al., 2006;
Dominguez-Ferreras et al., 2009; Empadinhas y da Costa, 2008; Makihara et al., 2005;
Silva et al., 2003; Streeter y Gémez, 2006). Se piensa que la presencia de varias rutas
en un organismo asegura la acumulacién de trehalosa en diferentes condiciones
ambientales. En cambio, resulta muy curioso que ninguna de las cinco rutas
biosintéticas hayan sido localizadas en vertebrados, aunque si se ha encontrado la
enzima que degrada este disacarido, la trehalasa.

En la figura 1.6 se muestra un esquema de las cinco rutas de sintesis de
trehalosa caracterizadas, mientras que en la figura 1.7 se esquematiza su distribucion

en organismos eucariotas y procariotas.
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NDP-glucosa Glucosa-6-P

Trehalosa-6-P
Glucosa @
otsB

@ Tres (—> Ruta TPS/TPP )

—>» Ruta TreP
Maltosa Ruta TreS

@ / —> Ruta TreY/TreZ

Maltooligosacaridos a1,4 \ Ruta TreT J

Glucosa-1-P

<—)» Glucosa

Maltooligil trehalosa

Figura 1.6. Representacion de las cinco rutas biosintéticas de trehalosa. TPS; trehalosa-6-
fosfato sintasa, TPP; trehalosa-6-fosfato fosfatasa, TreS; trehalosa sintasa, TreY; maltooligosil-
trehalosa sintasa, TreZ; maltooligosiltrehalosa trehalohidrolasa, TreP; trehalosa fosforilasa,

TreT; trehalosa glicosiltransferasa. Figura modificada de Empadinhas y da Costa., 2008.

Plantas

( Artropodos
Hongos
EUCARIOTAS Eubacterias
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PROCARIOTAS Hongos
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TreS —— Eubacterias
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| < R

Eubacterias
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Figura 1.7. Distribucion de las enzimas de las rutas de sintesis de trehalosa conocidas en

organismos eucariotas y procariotas. Figura modificada de Empadinhas y da Costa., 2008.
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B. Transporte y utilizaciéon de trehalosa.

La trehalosa ademas de ser un eficiente osmoprotector, es utilizada por

numerosos organismos como fuente de carbono y energia. Mientras la biosintesis
sigue aproximadamente un mismo patrén entre los distintos organismos (mediante las
rutas OtsAB, TreYZ y TreS), existen diferentes sistemas enzimaticos para la
degradacion de este disacarido (Figura 1.8). Se han descrito al menos tres enzimas
para el catabolismo, aunque en la mayoria de los organismos la degradacion de
trehalosa procede por la via trehalasa, una ruta bastante caracterizada en E. coli y B.
subtilis en la que la trehalosa es hidrolizada formando dos moléculas de glucosa (Boos
et al., 1987; Elbein et al., 2003; Horlacher et al., 1996). Esta enzima también ha sido
identificada en otros muchos microorganismos, hongos, plantas y animales (Elbein,
1974). Por otro lado, la trehalosa también puede ser transportada a través de la
membrana tanto por una permeasa como por un sistema fosfotransferasa (PTS),
llegando al citoplasma de la célula en forma de trehalosa sin modificar o como
trehalosa 6-fosfato (T6P) (Andersson et al., 2001).
Por ultimo, ademas de la trehalasa, se han identificado otras enzimas que degradan
trehalosa. Entre ellas estarian una trehalosa fosforilasa, una trehalosa-6-fosfato
fosforilasa y finalmente una trehalosa-6-fosfato hidrolasa (Figura 1.8) (Andersson et al.,
2001; Belocopitow y Marechal, 1970; Rimmele y Boos, 1994).

Trehalosa ———— Glucosa + Glucosa
Trehalasa

Trehalosa ————3 Glucosa 1-fosfato + Glucosa

(Trehalosa fosforilasa )

Trehalosa-6-fosfato (T6P) €——» Glucosa 1-fosfato + Glucosa 6-fosfato

(T6P fosforilasa )

Trehalosa-6-fosfato (T6P) ———» Glucosa 6-fosfato + Glucosa
(T6P hidrolasa (Fosfotrehalasa))

Figura 1.8. Principales rutas de degradacion de trehalosa caracterizadas en distintos

organismos.
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B.1. Transporte y utilizacion de trehalosa en E. coli.

E. coli sintetiza trehalosa como osmoprotector en condiciones de elevada
osmolaridad por la accién de las enzimas trehalosa 6-fosfato sintasa y trehalosa 6-
fosfato fosfatasa codificadas por los genes otsA y otfsB. Estos genes se encuentran en
el cromosoma de esta bacteria formando un operén que se induce en condiciones
hiperosméticas y al comienzo de la fase estacionaria. Esta induccion depende del
factor de transcripcion alternativo RpoS, que actua durante la fase estacionaria de
crecimiento de tal modo que la trehalosa por si misma no esta implicada en la
regulacion de este operdn (Giaever et al., 1988; Hengge-Aronis et al., 1991). Sin
embargo, E. coli tiene la capacidad de utilizar trehalosa como fuente de carbono tanto
en condiciones de baja como de elevada osmolaridad. El problema de la degradacion
y de la sintesis simultanea en condiciones hiperosmoticas esta resuelto mediante el
empleo de dos rutas metabdlicas para la trehalosa bien separadas vy
compartimentadas, de forma que las enzimas biosintéticas se localizan en el
citoplasma y la enzima que rompe la trehalosa, codificada por el gen treA, actua en el
periplasma (Boos et al., 1987). TreA (Figura 1.9) es una trehalasa que degrada el
disacarido en dos moléculas de glucosa. Posteriormente, la glucosa es transportada
por un sistema fosfotransferasa especifico de tipo Il al citoplasma (Boos et al., 1990).
Esta trehalasa periplasmica, de forma similar al operon ofsAB, se induce en
condiciones de estrés salino y no por trehalosa. Asi, mutantes en el gen treA de E. coli
no pueden crecer en trehalosa como uUnica fuente de carbono en condiciones
hiperosméticas, en cambio si pueden hacerlo en condiciones de baja osmolaridad.
Este suceso se debe a la existencia de una ruta alternativa para la degradacion de
trehalosa que unicamente se expresa en condiciones de baja osmolaridad. En estas
condiciones, un sistema compuesto por una fosfotransferasa de tipo Il especifica de
trehalosa (EIICB", codificado por el gen treB) (Klein et al., 1995) junto con otro PTS
especifico de glucosa (EIIA®®) transportan el disacarido en forma de trehalosa 6-
fosfato al interior del citoplasma donde es hidrolizado después por una hidrolasa
citoplasmica (trehalosa 6-fosfato hidrolasa), el producto del gen treC, dando glucosa y
glucosa 6-fosfato (Rimmele y Boos, 1994). Los genes freB y treC forman un operon
cuya expresion es inducida por trehalosa 6-fosfato y regulada mediante represion por

catabolito de la glucosa.
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glucosa 6-P — 3 trehalosa 6-fosfato ——» trehalosa
+ |

UDP-glucosa

glucosa + glucosa 6-P
&

glucosa 6-P

\* glucolisis
—> baja osmolaridad

—>» elevada osmolaridad

Figura 1.9. Modelo de transporte y utilizacién de trehalosa en E. coli. La trehalosa es
introducida al interior del periplasma mediante el poro LamB. En condiciones de baja
osmolaridad (ruta metabdlica de color azul), la trehalosa es transportada al interior de la célula
por TreB en forma de trehalosa 6-fosfato (T6P) donde es hidrolizada por TreC a glucosa y
glucosa 6-fosfato. La glucosa libre es fosforilada por una glucoquinasa (Glk) de modo que la
glucosa 6-fosfato entra después en la glucolisis. En condiciones de elevada osmolaridad (ruta
de color rojo), treB y treC se encuentran reprimidos y la trehalosa es hidrolizada en el
periplasma por la enzima TreA. La glucosa formada es transportada al interior celular en forma
de glucosa 6-fosfato a través de un sistema fosfotransferasa especifico (EIICB®-EIIA®°). Por
otro lado, la trehalosa es sintetizada en estas condiciones hiperosmoéticas mediante la ruta

OtsAB utilizando UDP-glucosa y glucosa 6-fosfato como sustratos.
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B.1.1. Regulacion del metabolismo de trehalosa en E. coli.

La regulacion de la ruta metabdlica de utilizacion de trehalosa en condiciones
de baja y elevada osmolaridad esta controlada principalmente por TreR (Horlacher y
Boos, 1997). Esta proteina (codificada por el gen treR) es un represor que controla la
expresion del operodn treBC. Se trata de un dimero que puede unirse tanto a trehalosa
6-fosfato (K4 de 10 uM) como a trehalosa (K4 de 280 uM), de tal modo que la trehalosa
6-fosfato es la molécula inductora de TreR. La unidn de trehalosa a TreR no afecta a la
afinidad del represor para unirse al operador del operén treBC mientras que la
trehalosa 6-fosfato reduce su afinidad permitiendo por tanto la transcripcion de los
genes treB y treC. Asi, TreR regula la transcripcién de los genes de la trehalosa
dependiendo de las concentraciones relativas de trehalosa 6-fosfato y trehalosa que
haya en la célula (Hars et al., 1998). Por ultimo, el gen treR se localiza aguas arriba
del promotor del gen treB. Esta region génica formada por los genes treBC y treR se
encuentra bastante conservada en algunas bacterias como P. fluorescens y B. subtilis
(Matthijs et al., 2000; Gotsche y Dahl, 1995).

B.1.2. Caracterizacion de una nueva trehalasa citoplasmica en E. coli.

En 1996 Horlacher y colaboradores caracterizaron una nueva enzima
citoplasmica que hidroliza trehalosa en dos moléculas de glucosa. La nueva trehalasa,
a la que denominaron TreF (codificada por el gen treF), presenta elevada homologia y
propiedades bioquimicas similares con la trehalasa periplasmica TreA. La regulacion
de TreF depende parcialmente del factor sigma de fase estacionaria RpoS y su
sintesis esta débilmente inducida por condiciones de elevada osmolaridad pero no por
la presencia de trehalosa en el medio. La posible funcién que pudiera tener TreF,
segun estos autores, podria ser la de eliminar y utilizar la trehalosa endégena después
de que las células hayan regresado a su estado normal tras un periodo de estrés

hiperosmatico.

Se muestran en la tabla 1.1 las propiedades bioquimicas de las trehalasas TreA

y TreF.
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Tabla 1.1. Propiedades bioquimicas de TreA y TreF de E. coli.

Tamaio y K Vmax (Mmol trehalosa pH

Masa Molecular m hidrolizada/min/mg de proteina) 6ptimo
TreA 565aa,58kDa 0,8 mM 66 umol/min/mg 5,5
TreF 549aa,64kDa 1,9mM 54 pmol/min/mg 6,0

Ambas enzimas son monémeros con dominios glicosil hidrolasa y comparten un 47%
de identidad en su secuencia aminoacidica. No obstante, TreA contiene 30 residuos en
su extremo C-terminal que no estan presentes en TreF y TreF posee en su extremo N-

terminal 60 aminoacidos que no estan en TreA (Horlacher et al., 1996).

B.2. Utilizacion de trehalosa en otros organismos.

B.2.1. Degradacion de trehalosa en hongos.

Las células de hongos pueden llegar a acumular trehalosa hasta alcanzar
aproximadamente un 30% del peso seco, por lo que es importante destacar las
numerosas funciones y la relevancia que tiene el disacarido en estos organismos, en
los que actua como un estabilizador de proteinas y membranas celulares, y como un
regulador del metabolismo (en levaduras), pudiendo afectar a enzimas clave como la
hexoquinasa (Elbein et al., 2003). Sin embargo, son muchas las cuestiones que estan
aun sin responder acerca de las rutas de degradacion de este disacarido. Existen dos
sistemas enzimaticos diferentes encargados de degradar la trehalosa. El primero
consiste en una fosforilacién reversible dando lugar a glucosa y glucosa 1-fosfato
mediante la enzima trehalosa fosforilasa. Esta ruta ha sido identificada en un numero
limitado de hongos entre los que se incluyen Pichia fermentas (Schick et al., 1995),
Grifola fondosa, Schizophillum commune, Fammulina velutipes (Eis et al., 1998; Eis y
Nidetzky, 1999; Kitamoto et al., 1988) y Agaricus bisporus (Wannet et al., 1998b). El
segundo sistema enzimatico esta presente en la mayoria de los hongos y consiste en
la hidrdlisis irreversible de trehalosa en dos moléculas de glucosa mediante dos tipos
de trehalasas. Estas enzimas reciben el nombre de trehalasa neutra o citoplasmica y
trehalasa acida o extracelular, denominadas asi por su localizacion y su pH 6ptimo
(Parrou et al., 2005). La informacion existente sobre la trehalasa neutra (pH éptimo
cerca de 7) es bastante amplia y abundante, de tal modo que el gen que la codifica ha
sido clonado y expresado de varias especies de hongos como Aspergillus, Neurospora
(d'Enfert et al., 1999), S. cerevisiae (Kopp et al., 1993), Schizosaccharomyces (Soto et
al., 1998), Kluyveromyces (Amaral et al., 1997), Candida albicans (Coutinho et al.,
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2003) y en el patégeno de plantas Magnaporthe grisea (Foster et al., 2003). El
principal papel de esta proteina podria ser la regulacién de los niveles de trehalosa
endogena. Se sabe que se activa por la unién de calcio y la fosforilacion a partir de
una quinasa dependiente de AMP ciclico. S. cerevisiae posee dos genes (NTH1 y
NTH2) que codifican dos isoformas con un 77% de identidad. La copia NTH2 se
expresa en niveles bajos durante la fase exponencial de crecimiento y en presencia de
glucosa, mientras que su expresion aumenta en fase estacionaria después de haberse
consumido la glucosa (Nwaka et al., 1995). Por otro lado, el gen que codifica para la
trehalasa acida ha sido aislado en las levaduras S. cerevisiae (Destruelle et al., 1995)
y C. albicans (Pedrefio et al., 2004) y en el hongo filamentoso A. nidulans (d'Enfert y
Fontaine, 1997). Esta enzima parece tener un tipo de regulacién postraduccional y una
actividad a un pH o6ptimo de 4,5-5. Aunque esta proteina fue detectada en la vacuola,
es secretada a la envoltura celular mediante un mecanismo no identificado. Un
mutante en el gen que codifica para esta enzima extracelular no puede crecer en
trehalosa como unica fuente de carbono, lo que sugiere que su principal funcion es la
asimilacién de trehalosa exdgena (Nwaka et al., 1995; Nwaka et al., 1995). Parrou y
colaboradores (2005) plantearon un modelo para la asimilacién de trehalosa en S.
cerevisiae similar al de E. coli, apuntando a la ruta de hidrodlisis dependiente de
trehalasa acida extracelular como el principal sistema. Sin embargo, estos autores
incluyen en este modelo una ruta adicional de asimilaciéon de trehalosa, constituida por
el transportador Agtlp y la enzima NTH, que desempenaria un importante papel

durante la fase temprana del crecimiento (Figura 1.10.).

glucosa

trehalosa
/

cit.
Ath1p '

glucosa

Figura 1.10. Modelo de asimilacion de trehalosa en S. cerevisiae. La principal ruta asimilatoria
de trehalosa depende de la trehalasa acida del espacio periplasmico (Ath1p). Asimismo, existe
una ruta alternativa que transporta el disacarido al citosol donde sera finalmente hidrolizado

por la trehalasa neutra (Nth1p) (Modificado de Parrou et al., 2005).
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B.2.2. Trehalosa y trehalasa en plantas.

Los primeros descubrimientos de trehalosa en plantas estuvieron restringidos a
plantas de resurreccion como las especies de Shelaginella'y Myrothamnus flabellifolia.
La ausencia de este disacarido en la mayoria de las plantas superiores hizo suponer
que la trehalosa tenia una minima relevancia y que su funcién estaba extinguida y
habia sido remplazada por la sacarosa. Esta opinién cambié aproximadamente hace
10 afios mediante el disefio de plantas transgénicas en las que se les introdujo la ruta
biosintética de trehalosa (TPS-TPP) codificada por los genes de E. coli y levaduras
(Goddijn et al., 1997). Poco después, los genes funcionales de las enzimas TPS y TPP
fueron identificados en Arabidopsis thaliana (Blazquez et al., 1998; Vogel et al., 1998)
y la posterior secuenciacion del genoma de esta planta puso de manifiesto la
sorprendente existencia de genes para la sintesis de este compuesto. La trehalosa 6-
fosfato podria considerarse un potente azlucar sefial que posiblemente esté
coordinando el metabolismo con el desarrollo en repuesta a la disponibilidad de
carbono y estrés (Paul et al., 2008). Este azucar es muy poco comun en plantas
vasculares pero ha sido detectado en plantas que desarrollan enfermedades (Keen y
Williams, 1969) o colonizadas por microorganismos, también en raices micorrizadas
(Schubert et al., 1992), nédulos fijadores de nitrégeno (Streeter et al., 1985) y nddulos
de actinorrizas (Lépez y Torrey, 1985). Sin embargo, las cantidades de trehalosa
acumuladas son en general muy pequefias y limitadas. Se pensaba que los niveles tan
bajos en plantas posiblemente eran debidos a la presencia de la Unica enzima
responsable de degradar trehalosa en glucosa en plantas: la trehalasa (Miller et al.,
2001). La inhibicion de la actividad trehalasa utilizando validamicina A como un
potente inhibidor de la enzima, produjo una acumulacion de trehalosa en plantas como
Glicine max (Muller et al., 1995) y Lotus japonicus (Streeter y Gomez et al., 2006),
apuntando a esta enzima como la principal responsable para el control del contenido
de trehalosa en nédulos de leguminosas. A pesar de ello, por el momento no se ha
establecido una clara correlacion entre el contenido de trehalosa y la actividad
trehalasa en nodulos de raices de leguminosas. Algunos autores consideran que la
trehalasa del nédulo podria estar regulada de una forma mucho mas compleja que por
la mera induccion del sustrato (Muller et al., 1994). Se han determinado trehalasas en
muy pocas especies de plantas, y el gen que codifica la enzima ha sido caracterizado
en G. max (Aeschbacher et al., 1999), Arabidopsis (Muller et al., 1992), Oryza sativa
(Buell et al., 2003) y Phaseolus vulgaris. En soja, la trehalasa es una glicoproteina

apoplastica y el gen que la codifica aparece expresado en forma de una sola copia en
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niveles muy bajos en raices, nédulos, hojas y flores. Aunque la actividad trehalasa es
diez veces superior en nédulos que en raices, la expresion del gen en nédulos no fue
detectada a nivel de ARN sugiriendo una regulacién de tipo postranscripcional de la
enzima (Mdller et al., 1992; Aeschbacher et al., 1999). Estos datos contrastan con los
recientes resultados obtenidos por Lopez y colaboradores (2008) en Medicago
fruncatula. La expresion del gen que codifica la trehalasa (MTTRE1) se induce en
nodulos con respecto a hojas y raices. En cambio, su actividad estaria reprimida en
condiciones de estrés salino, permitiendo la acumulacién de trehalosa. Estos
resultados indicarian una regulacion de la enzima de tipo transcripcional en nédulos de
leguminosas en presencia del microsimbionte.

Finalmente, aunque existe alguna informacion acerca de trehalosa y trehalasa
en plantas, poco se sabe sobre su papel y significado fisiolégico en leguminosas, asi
como su posible implicacion en la respuesta a estrés salino. No obstante, la reduccion
de la actividad trehalasa en nédulos de M. fruncatula y la consiguiente acumulacion de
trehalosa, sugiere que este disacarido pueda actuar en concentraciones bajas como
un estabilizador de proteinas y membranas en condiciones de estrés salino (Lopez et
al., 2008).

II-REGULACION DE LA RESPUESTA A ESTRES EN PROCARIOTAS.

1. FACTORES SIGMA ALTERNATIVOS.

Los factores sigma principales tales como ¢’® en E. coli y ¢* en B. subtilis
(Gardella et al., 1989), promueven la transcripcion de genes esenciales para la célula
en crecimiento exponencial. En la mayoria de las especies bacterianas se han
identificado factores sigma alternativos que controlan la transcripcion de genes
relacionados con diversos procesos celulares, cuyas secuencias promotoras son muy
diferentes a aquellas reconocidas por los factores sigma principales.

En E. coli, el factor sigma alternativo S (o° o RpoS) esta relacionado con la
resistencia a diferentes tipos de estreses; falta de nutrientes, estrés osmotico, estrés
oxidativo, cambios de temperatura y entrada en fase estacionaria. Por ejemplo, los
genes otsAB, freA (osmA), osmB, proU y proP que estan implicados en la
osmoadaptacién de bacterias, se encuentran regulados por sigma S (Hengge-Aronis,
1996). Este factor de transcripcion alternativo se considera el regulador maestro de
respuesta a estrés general en esta bacteria, y su actividad esta controlada a nivel

transcripcional, traduccional y postraduccional (Hengge-Aronis, 2002).
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Una segunda clase de factores sigma alternativos esta representada por el
factor sigma E o of (codificado por el gen rpoE), que pertenece a la subfamilia ECF
(“extracytoplasmic function”) y se caracteriza por regular la expresion de un conjunto
de genes que responden a estimulos extracitoplasmicos (Helmann, 2002). La acividad
de of esta controlada negativamente por un factor anti-sigma transmembrana y en E.
coli dirige su propia transcripcién en un operon constituido por los genes rpoE, rseA,
rseB y rseC. Ademas de estos genes, también regula al gen hitrA (serin proteasa
periplamica o DegP) necesario para la resistencia a altas temperaturas, al gen fkpA
implicado en el plegamiento de proteinas y al factor sigma H (" o 6*) de choque
térmico. Su induccion tiene lugar principalmente por alteraciones de proteinas de la
membrana externa (como OmpC y OmpF) y altas temperaturas.

En E. coli el factor de transcripcion 0* (RpoH) se considera un componente
principal en la regulacién de la respuesta a estrés por choque térmico, teniendo un
papel muy importante en la transcripcion de un conjunto de genes que codifican
proteasas, chaperonas moleculares citoplasmicas y otros factores de plegamiento
(Gross et al., 1996). Todas estas proteinas que son reguladas por sigma H reciben el
nombre de protéinas de choque térmico o proteinas Hsp (“Heat shock proteins”) y
entre ellas destacan las chaperonas DnaKDnaJ-GrpE, GroEL-GroES y IbpA/B vy las
proteasas HfIB (FtsH), HslUV (ClpYQ) y CIpAP/ClpXP.

Por otro lado, la repuesta a estrés por choque térmico tiene lugar cuando las
células estan sometidas a elevadas temperaturas provocando una desestabilizacion y
desnaturalizacion de proteinas celuares. o y o son dos factores sigma alternativos
que dirigen la expresion de un gran numero de genes para reparar aquellos
polipéptidos y proteinas degradadas sintetizando la llamadas proteinas de choque
térmico (Hsps). Estos reguladores actuan dependiendo de la localizacién celular en la
que haya tenido lugar el dafio proteico, de manera que o™ dirige la sintesis de
chaperonas y factores de plegamiento regulando la respuesta a estrés en el
citoplasma (Yura y Nakahigashi, 1999), mientras que oF controla un conjunto de
genes que sintetizan proteinas en respuesta al dano producido en la envoltura celular
(membrana externa, membrana interna y periplasma) (Alba y Gross, 2004). Este tipo

de regulacion forma parte de la ruta de respuesta a estrés extracitoplasmico.
2. SISTEMAS DE RESPUESTA A ESTRES EXTRACITOPLASMICO EN E. coli.

La envoltura celular bacteriana es un compartimento complejo, dindmico y

crucial para la integridad y la supervivencia de la célula. No forma una estructura
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estatica sino que cambia en respuesta a las distintas condiciones medioambientales vy,
para sobrevivir a estos cambios, la informacion debe transmitirse desde la envoltura
hasta el citoplasma. Los componentes esenciales que conducen la informacién son
rutas transmembrana de transmision que detectan y dirigen la sefal hasta los factores
de transcripcion del citoplasma. Estas moléculas activan la transcripciéon de un
conjunto de genes generando las respuestas que restauran la integridad de la
envoltura, la funcién y la adaptacion a las necesidades celulares y distintas
condiciones medioambientales.

En la bacteria E. coli se han identificado tres rutas/sistemas de transduccion de
la sefal en respuesta a estrés extracitoplasmico. Estos sistemas actuan frente a varios
estreses permitiendo el mantenimiento y la proteccion de la envoltura celular
bacteriana. Las dos primeras rutas de transmisién de la sefial son aquellas formadas
por los sistemas de transducciéon de sefiales de dos componentes CpxAR (Raivio y
Silhavy, 1999) y BaeSR (Raffa y Raivio, 2002). La tercera ruta esta controlada por el
factor alternativo de funcion extracitoplasmica o (Ades, 2004; Raivio y Silhavy, 1999;
Alba y Gross, 2004). Inicialmente, el papel de estas rutas estaba asociado al
mantenimiento y biogénesis de la envoltura, pero estudios recientes han relacionado la
adaptacion a estrés extracitoplasmico (CpxAR, BaeSR y o) con la patogénesis de

algunas bacterias gram-negativas (Raivio, 2005).

2.1. Sistemas de transduccion de senales de dos componentes.

La ruta de transduccion de la sefial mediada por CpxAR esta formada por un
sistema de dos componentes donde cpxA codifica una histidin-quinasa de membrana
(CpxA) y cpxR codifica un regulador de respuesta citoplasmatico (CpxR). CpxA es la
molécula sensora que se autofosforila y se activa al recibir la sefial. La sefal inductora
son las proteinas desnaturalizadas y mal plegadas como consecuencia del estrés
extracitoplasmico. A continuacion, esta quinasa transfiere el fosfato a la proteina
reguladora CpxR que una vez fosforilada funciona como un factor de transcripcion,
induciendo un conjunto de genes entre los cuales destacan aquellos que codifican la
proteasa periplasmica DegP/HtrA, la disulfuro oxidasa DsbA, el regulador negativo
CpxP y genes que codifican factores de virulencia. Estos genes estan implicados en el
ensamblaje del “pilus” bacteriano (Raivio, 2005); (Figura 1.11). Este mecanismo de
transmision de la sefal responde a una serie de estreses que afectan a la envoltura de

la célula, entre ellos destacan el estrés por pH alcalino, la sobreexpresion de la
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lipoproteina NIpE, desnaturalizacion de los componentes del pilus y otras alteraciones
en los componentes de la membrana.

El segundo mecanismo de respuesta a estrés esta regulado por otro sistema
de dos componentes, BaeSR. Este sistema, a pesar de no estar implicado
directamente en patogénesis, se piensa que podria tener un papel muy importante en
la supervivencia bacteriana e infeccion de algunas células hospedadoras (Raffa y
Raivio et al., 2002). Esta ruta reguladora se activa en respuesta a compuestos
antimicrobianos como el indol, la novobiocina, sales biliares y antibiéticos beta-
lactamicos e implica la activacion de los genes mdtABC y acrD, los cuales codifican
componentes de bombas de detoxificacion (Hirakawa et al., 2003; Nagakubo et al.,
2002; Baranova y Nikaido, 2002).

2.2. Respuesta a estrés extracitoplasmico. Factor de transcripcion oF.

La respuesta llevada a cabo por el factor & (codificado por rpoE) se activa
principalmente por las alteraciones en la biosintesis de proteinas de membrana
externa y porinas (OMP). En E. coli, tanto ¢ como la funcién fisiolégica que
desempefia en el mantenimiento de las proteinas de la envoltura en condiciones
adversas, es esencial (De Las et al., 1997). La transduccion de la sefal consiste en
una cascada proteolitica mediada por el factor anti-sigma de membrana RseA. Esta
comienza a partir de su degradacion por la proteasa periplasmica DegS en respuesta
a los precursores de membrana desnaturalizados o mal plegados (Ades et al., 1999;
Alba y Gross, 2004).

2.2.1. Regulacion del factor alternativo ot en E. coli.

En E. coli, la ruta de transmision de la sefial que activa a oF en respuesta a la
desnaturalizacion y desintegracion de las porinas (OMP) de la membrana externa, asi
como su regulacion, es uno de los procesos mas estudiados.

La actividad de oF estd negativamente regulada por el factor anti-sigma de
membrana RseA (Ades et al., 1999). RseA se encuentra unido a o por el dominio
citoplasmico y lo mantiene en su forma inactiva, evitando su interaccién con la ARN
polimerasa (Figura 1.12a.). Las perturbaciones en la membrana y la posterior
acumulacion de las porinas en el periplasma como consecuencia del estrés, provocan
la degradacion de RseA por la accién secuencial de dos proteasas integrales de

membrana; la proteina DegS y RseP. Esta cascada proteolitica permite la liberacion
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en el citoplasma del factor 6® en su forma activa y una vez libre se une a la ARN
polimerasa para inciar la transcripcién de un conjunto de genes que forman el regulén
ot (Figuras 1.12b y 1.12c). Junto con estas proteinas, existe una proteina periplasmica,
RseB, que regula negativamente a 6 uniéndose al dominio periplasmico de RseA y

protegiéndola de la proteolisis (Ades et al., 1999; De Las et al., 1997).

a b c
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Figura 1.11. Representacién esquematica de los sistemas de respuesta a estrés
extracitoplasmico. a; Sistema Bae, que controla el aumento de la resistencia a compuestos
téxicos (incluyendo antibidticos) mediante la induccion de al menos dos bombas de
detoxificacion independientes. b; Sistema Cpx que induce la expresién de un conjunto de
genes, entre ellos dsbA y genes que codifican proteasas de la envoltura como la proteina
DegP. La induccion de Cpx también tiene efectos en el ensamblaje del pilus IV y P, asi como la
regulaciéon de genes de virulencia en algunas especies de patéogenos. DsbA afecta también al
pilus, a sistemas de secrecion tipo Il (T3S) y Il (TS2) y adhesinas. ¢; Factor o alternativo de
respuesta a estrés extracitoplasmico que regula la expresion de DegP (entre otros) y responde
a proteinas de membrana externa o porinas (OMP), estrés oxidativo, calor, etanol y otros

estreses (Raivio, 2005).
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Estos genes regulados por of codifican una gran variedad proteinas con
funciones de respuesta a estrés, entre ellas, el factor sigma de choque térmico o', asi
como proteinas implicadas en la sintesis, plegamiento o degradacion de proteinas de
membrana externa. Ademas, se piensa que o puede estar regulado también al
comienzo de la fase estacionaria mediante mecanismos todavia sin caracterizar
(Costanzo y Ades, 2006).

estrés

o

funciones asociadas a la envoltura:
plegamiento y degradacién
biosintesis

ensamblaje del LPS y OMPs y otros

Figura 1.12. Respuesta a estrés extracitoplasmico mediada por el factor alternativo o en E.
coli. a; en condiciones normales o° se encuentra secuestrado en la membrana por la proteina
RseA (en amarillo). RseB (en naranja) esta unida a RseA por el dominio periplasmico y la
protege de la protedlisis. b; la desnaturalizacion proteica (OMPs y otros) en la membrana
externa como consecuencia del estrés inicia la degradaciéon de RseA por la proteina DegS (en
azul). c; La proteina RseA parcialmente degradada actia como sustrato de RseP (en morado).
Su unién a RseA permite la liberacion de o° de su dominio citoplasmico. Una vez libre en el
citoplasma oF se une a la ARN polimerasa (RNAP) para activar la transcripcion de un conjunto
de genes del reguldn ot (figura modificada de Hayden y Ades, 2008).
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I11. SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSAS.

El nitrégeno es el elemento mas abundante en la atmdsfera terrestre y sin
embargo es un elemento nutritivo escaso para muchos organismos. El N, atmosférico
no es utilizable por la mayoria de los seres vivos, que unicamente lo incorporan en
formas combinadas, como nitrato o amonio. La fijacion bioldgica del N, (FBN),
proceso que esta restringido a organismos procariotas, aporta la mayor parte del
nitrégeno fijado a los ecosistemas terrestres.

Las Leguminosas o Fabaceas constituyen la segunda familia de plantas con
mayor importancia agronémica y alimentaria para la humanidad, por detras de las
Gramineas. Ademas, presentan un gran atractivo desde el punto de vista ecoldégico
por su capacidad para fijar nitrdgeno en asociacion con bacterias conocidas
genéricamente como rizobios. Dichas bacterias constituyen un grupo heterogéneo de
micoorganismos distribuidos en 13 géneros: Sinorhizobium (Ensifer), Rhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Herbaspirillum, Ochrobactrum,
Methylobacterium, Azorhizobium, Devosia, Shinella, Burkholderia y Cupriavidus.
Durante la simbiosis, estas bacterias inducen la formacion de un nuevo érgano en la
raiz de la planta denominado noédulo, dentro del cual ocurre la fijacion biolégica de
nitrogeno atmosférico. La nitrogenasa es la enzima clave en la fijaciéon de nitrégeno y
requiere un alto consumo energético, por ello su sintesis y actividad estan sujetas a
una estricta regulacion en presencia de nitrégeno combinado y oxigeno. Gracias a
este proceso la planta obtiene una fuente de nitrégeno directamente asimilable, por lo
que su nutricién nitrogenada se hace independiente del nitrdgeno presente en el suelo.

El proceso de nodulacion es complejo y consiste en una serie de etapas en las
que se necesita la expresion coordinada de genes de la planta y de la bacteria, que se
consigue mediante el intercambio mutuo de sefiales quimicas. Esta comunicacion
molecular que se establece entre los simbiontes es altamente especifica,
constituyendo uno de los elementos que determinan la conocida especificidad de la
simbiosis  Rhizobium-leguminosa. El didlogo molecular comienza con el
reconocimiento por la bacteria de una serie de compuestos contenidos en los
exudados de semilla y raiz, principalmente flavonoides, acidos aldénicos y betainas
(Figura 1.13). Estas moléculas, que varian en cantidad y composicion dependiendo de
la especie vegetal y las condiciones de crecimiento, son capaces de activar los
denominados genes de nodulacion bacterianos. La activacion de estos genes incluye a
la actuacion de un grupo de factores de transcripcion de la familia LysR, que son

conocidos como NodDs. La activacion de los genes de nodulacion conlleva la sintesis
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de un conjunto de enzimas encargadas de la produccién y exportacién de los
denominados factores Nod o de nodulacion. Se trata de moléculas de tipo
lipoquitooligosacarido, compuestas por un esqueleto basico de residuos de N-acetil-D-
glucosamina (GlcNac) unidos por enlaces B-1,4, con una serie de modificaciones
dependiendo de la estirpe bacteriana (D'Haeze y Holsters, 2002). Cada especie
bacteriana produce varios tipos de factores Nod, que son especificamente reconocidos
por los hospedadores compatibles de dicha bacteria. Asi, la produccion de los factores
Nod por la bacteria resulta ser el mayor determinante de especificad en la simbiosis
Rhizobium-leguminosa, definiendo el rango de hospedadores susceptibles de ser
infectados por una cierta estirpe o especie de rizobio (Perret et al., 2000).

La percepcion de los factores de nodulacion por parte del pelo radical va a
provocar una serie de cambios en la raiz, principalmente en las células de la epidermis
y del cortex, como la despolarizacion de la membrana y la deformacién y curvatura de
los pelos radicales y el inicio de la organogénesis nodular. La elevada sensibilidad y
especificidad con la que los factores de nodulacion inducen estas respuestas hizo
suponer la existencia de una cascada de sefalizacion mediada por uno o multiples
receptores (Cullimore et al., 2001). Por ejemplo, la ausencia del gen MINFP en
Medicago truncatula, un miembro de la familia de receptores LysM, hace que no pueda
producirse la curvatura del pelo radical en la planta y no pueda responder a una serie
de cambios transcripcionales en respuesta al factor Nod (Amor et al., 2003; Arrighi et
al., 2006). Entre los genes receptores de factores Nod esenciales mas conocidos de
Lotus japonicus destacan el gen LiNFR5 (cuyo ortélogo seria el M{NFP de M.
fruncatula) y el gen LjNFR1. La implicacion de estos genes en la percepcion de la
sefal asi como su importancia en la activaciéon de la repuesta fisioldgica y celular de la
planta (en las primeras etapas de la simbiosis) ha sido también demostrada (Oldroyd y
Downie, 2004; Radutoiu et al., 2003).

Después de que los rizobios se hayan unido a los pelos radicales, se induce en
estos un cambio en la direccion de su crecimiento apical, produciéndose asi la
curvatura del pelo radical (Figura 1.13). A continuacion, las bacterias penetran a través
de la pared celular del pelo quedando atrapadas en una estructura tubular denominada
“corddn de infeccidn”, que contiene una matriz de origen bacteriano y glicoproteina de
origen vegetal, la cual sigue creciendo y progresando hasta la base del pelo radical. El
crecimiento del corddn de infeccion es dirigido a las células del cortex, que de forma
simultdnea se dividen y proliferan activamente originando el primordio nodular. El
cordén de infeccion se ramifica al alcanzar las células del primordio nodular, y los

rizobios son posteriormente liberados al citoplasma de las células vegetales. Mediante
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un proceso similar a la endocitosis, las bacterias quedan englobadas en estructuras a
modo de organulos denominadas “simbiosomas” (Figura 1.13), donde los rizobios se
diferencian en formas especializadas en la fijacion de dinitrégeno atmosférico llamadas
bacteroides. Este proceso de diferenciacion implica cambios morfolégicos, fisioldgicos
y metabdlicos respecto a las bacterias en vida libre. La membrana peribacteroidal
(MPB), de origen vegetal, constituye una interfase fisica entre los simbiontes. Se
considera que los bacteroides dependen de la planta hospedadora para todos los
nutrientes excepto el nitrégeno, por lo que el flujp C/N entre los simbiontes se
establece a través de la MPB. El carbono reducido que se suministra al bacteroide,
necesario para la produccién de la energia que la nitrogenada necesita, es
predominantemente a través de acidos dicarboxilicos (revisado por Gage, 2004 y
Jones et al., 2007).

Por otra parte, los rizobios producen una gran variedad de polisacaridos de
superficie. Los tipos principales son los glucanos ciclicos, lipopolisacéaridos (LPS), los
exopolisacaridos (EPS) y los polisacaidos capsulares (KPS), comunes a todos los
rizobios, a excepcion de un grupo especifico de KPS acidos que unicamente han sido
descritos en el género Sinorhizobium. Se sabe que estas moléculas participan en el
proceso simbiodtico, particularmente durante el proceso de infeccion, protegiendo al
rizobio de la reaccion defensiva de la planta ante la invasidon microbiana, aunque se
desconocen los mecanismos concretos mediante los que se produce este bloqueo.
Ademas, los glucanos ciclicos, localizados en el periplasma bacteriano, intervienen en
osmoadaptacién, los LPS son constituyentes de la membrana externa y los EPS
participan en la adhesion a sustratos, en la estructura de las colonias y
presumiblemente en la defensa frente a agresiones externas (Leigh y Walker, 1994;
Becker y Puhler, 1998; Fraysse et al., 2003; Becker et al., 2005; Griffitts ef al., 2008).

Dependiendo de la leguminosa, existen dos tipos de nédulos, indeterminados y
determinados. La principal diferencia entre ambos radica en el tejido central del
nodulo. Los nodulos determinados son de forma esférica y se originan a partir de la
division de un meristemo con actividad transitoria formado a partir de células del cortex
externo; en estos ndédulos, todas las células del interior se dividen, proliferan y entran
en senescencia simultdneamente. Mientras que los ndédulos tipo indeterminado, se
originan a partir de divisiones de células de cortex interno y adquieren una forma
cilindrica por la presencia de un meristemo persistente. Debido a que el tamafio del

meristemo es constante, la actividad de divisién celular y la produccion de nuevas
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Figura 1.13. Representacion esquematica del proceso de nodulacién. Primera fase que
comienza con el intercambio de sefales entre ambos simbiontes. Los flavonoides de la planta
inducen en la bacteria la produccién de factores Nod, los cuales a su vez provocan una serie
de respuestas por parte de la planta susceptible de ser infectada por el rizobio, entre ellas la
division de las celulas corticales y curvatura del pelo radical que envuelve a la bacteria.
Formacién del corddn de infeccion y crecimiento del mismo hasta la base del pelo radical y las
células del cortex. Liberacion de las bacterias al citosol vegetal. Endocitosis y formacién del
simbiosoma. Por dultimo, diferenciacion del bacteroide fijador del dinitrdgeno atmosférico
(adaptado de Jones et al., 2007).

células meristematicas se encuentra equilibrada con la salida del mismo numero de
células del ciclo mitético. Este proceso provoca un gradiente de etapas de desarrollo

en el nodulo, desde el meristemo en el extremo apical hasta el tejido senescente en la
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base del mismo (Mergaert et al., 2006). Las leguminosas que forman nodulos
determinados son generalmente de origen tropical, como las especies Glicine max,
Vicia faba y Lotus japonicus. Por otro lado, Medicago sativa, Medicago truncatula,
Pisum sativum, especies de Vicia y Trifolium son leguminosas que forman nédulos de

tipo indeterminado.

1. OSMOADAPTACION EN RHIZOBIUM.

1.1. Osmoprotectores y solutos compatibles en rizobios.

La acumulacion de potasio intracelular es una de las respuestas mas comunes
de los rizobios durante la adaptacion a estrés osmotico. Algunos autores observaron
un aumento en la sintesis de glutamato durante la exposicion a estrés salino, un
compuesto que es ademas utilizado como fuente de carbono y nitrégeno cuando las
condiciones de osmolaridad se restablecen (Botsford, 1984; Botsford y Lewis, 1990;
Zahran, 1999). También es conocida la importancia del sistema Kup de Rhizobium
tropici para el crecimiento en medios de alta osmolaridad y su implicacion en la fijacion
de nitrégeno en nédulos de Phaseolus vulgaris (Nogales et al., 2002).

Estudios recientes en nuestro laboratorio han determinado la importancia de
cada uno de los sistemas de transporte de K* en las bacterias S. meliloti 1021 y M. loti
MAFF303099 (Dominguez-Ferreras, 2007). La presencia de genes homologos al
sistema Trk de bacterias es poco frecuente entre los rizobios. Componentes de este
sistema solo aparecen codificados en los genomas de S. meliloti 1021 , en S. medicae
WSM419 y en Mesorhizobium sp. BCN1. A diferencia de Trk, el sistema Kdp parece
estar presente en la mayoria de los genomas secuenciados de la familia
Rhizobiaceae. Por otro lado, todos los rizobios presentan transportadores Kup, y
muchos de ellos como S. meliloti 1021 y M. loti MAFF303099 parecen tener dos copias
del gen kup. En S. meliloti el sistema Trk es el principal responsable de la captacion de
potasio en respuesta a estrés hiperosmotico, especialmente a bajo pH. Mientras que el
sistema Kdp, al igual que lo descrito en otras bacterias, Unicamente responde en
presencia de bajas concentraciones de K* y en un medio adicionado de NaCl. Lo
mismo ocurre con el sistema Kdp de M. loti, donde un mutante en el mismo
transportador presenta problemas de crecimiento en condiciones semejantes. Es en
esta bacteria donde el transporte de potasio en condiciones de laboratorio parece
estar mediado mayoritariamente por los sistemas Kup, ya que carece de sistema Trk

(Dominguez-Ferreras 2007, Tesis doctoral). Por ultimo, todos los mutantes obtenidos
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en los sistemas de transporte de potasio fueron capaces de nodular y fijar nitrégeno
aunque la ausencia de los transportadores Trk y Kup1 en S. meliloti produjo un retraso
en la nodulacion (Dominguez-Ferreras et al., 2009a).

Las respuestas osmoadaptativas de los rizobios no son tan conocidas como en
las bacterias modelo E. coliy B. subtilis. Los rizobios que estan expuestos a ambientes
hiperosmaéticos son capaces de mantener el equilibrio osmético a través de la
membrana por la exclusion de sales y la acumulacién de compuestos osmoprotectores
o solutos compatibles. En S. meliloti, la osmoproteccion por el suministro exégeno de
compuestos organicos difiere en gran medida de la mayoria de las bacterias
estudiadas. Esta bacteria puede emplear ectoina, colina, glicina betaina, pipecolato,
dimetilsulfoniopropionato (DMSP), sacarosa y trehalosa ademas de otros disacaridos
osmoprotectores que después de ser transportados son catabolizados (salvo el
DMSP) incluso en condiciones hiperosmoticas (Talibart et al., 1994; Gouffi et al.,
1998, 1999 y 2000). La acumulacion de solutos puede ser duradera, como en el caso
del DMSP, o transitoria, como la glicina betaina que puede acumularse tras un choque
hiperosmético y después ser metabolizada, siendo sustituida por solutos compatibles
de sintesis enddégena como el glutamato, el N-acetilglutaminil glutamina amida
(NAGGN) vy la trehalosa (Miller y Wood, 1996; Smith y Smith, 1989). Ademas, estos
compuestos organicos se clasifican en dos grupos: osmoprotectores no acumulados,
que fueron descritos en esta bacteria por Gouffi y colaboradores (1999, 2000) y
osmoprotectores acumulados o solutos compatibles (incluyendo a sus precursores),
que son los que se han observado y estudiado en la mayoria de bacterias. La
sacarosa y ectoina son ejemplos de osmoprotectores no acumulados de tal forma que
S. meliloti los utiliza simultaneamente como fuente de carbono y energia.

La ectoina es uno de los osmoprotectores que mejora el crecimiento de S.
meliloti de forma casi tan efectiva como la glicina betaina. Este compuesto no se
acumula en las células sino que es degradado a cualquier osmolaridad y se piensa
que estimula la capacidad de adaptacién de la célula aumentando los niveles
citoplasmicos de otros osmolitos sintetizados endégenamente por un mecanismo que
se desconoce (Talibart et al., 1994). En S. meliloti se ha identificado una ruta implicada
en el transporte y catabolismo de ectoina que se induce por ectoina e hidroxiectoina.
Los genes de esta ruta se localizan formando un mismo operon (ehuABCD-eutABCD),
de forma que los componentes del transportador Ehu de tipo ABC de alta afinidad son
responsables del 95% del transporte de ectoina y aunque es inducido por sus
sustratos (ectoina e hidroxiectoina), la captacion de esta molécula no aumenta en

condiciones de elevada salinidad (Jebbar et al., 2005).
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Los rizobios acumulan una gran variedad de solutos compatibles endégenos
cuya composicion varia dependiendo de la especie. Sin embargo, las betainas son
solutos compatibles esenciales para la gran mayoria de la familia Rhizobiaceae. En S.
meliloti, la acumulacion de glicina betaina por transporte o sintesis a partir de colina o
colina-O-sulfato es un fendmeno que esta bastante caracterizado. La capacidad de
sintetizar este compuesto se debe al operén bet/ICBA. Sus proteinas se localizan
también en E. coli, pero a diferencia de esta bacteria S. meliloti presenta una colina
sulfatasa (BetC) que permite la sintesis de glicina betaina a partir de colina-O-sulfato
(Osteras et al., 1998; Mandon et al, 2003). Aunque estos genes se inducen
fuertemente en presencia de colina no responden a estrés osmotico o bajas presiones
de oxigeno. Por otro lado, la presencia de glicina betaina y prolina betaina en el medio
tiene un efecto osmoprotector y S. meliloti puede acumular estos compuestos
mediante la actividad de tres transportadores identificados; el sistema Hut
(Boncompagni et al., 2000), el sistema BetS (Boscari et al., 2002) y el sistema Prb
recientemente identificado (Alloing et al., 2006). De las tres actividades, el sistema de
alta afinidad BetS es considerado el principal transportador de glicina betaina/prolina
betaina en S. meliloti, y es requerido para la adaptaciéon inmediata a un choque
osmoético. Boscari y colaboradores (2006) observaron que una mutacion en el gen
betS reduce el transporte de prolina betaina en bacteroides pero no posee efecto
significativo alguno sobre la nodulacién vy la fijacién de nitrégeno. Tampoco lo hace en
plantas sometidas a estrés salino. No obstante, la sobreexpresién del gen betS mejora
el contenido de betainas en nédulos de plantas estresadas, favoreciendo el
mantenimiento de la fijacion de nitrégeno durante las fases iniciales de la adaptacion
de la planta a estrés osmatico.

En S. meliloti la colina es un precursor directo de glicina betaina y también de
fosfatidilcolina. Este ultimo es el mayor componente lipidico de membrana en la familia
Rhizobiaceae. Para cubrir las necesidades de colina, S. meliloti la importa del medio
externo mediante tres actividades de transporte cinéticamente distintas; la primera es
constitutiva y de baja afinidad y las otras dos son de alta afinidad, aunque una
inducible por colina y la otra constitutiva (Pocard et al., 1989). A pesar de la
identificacién de estos transportadores, unicamente ha sido caracterizado el sistema
Cho altamente especifico de colina, que se une a este compuesto con gran
especificad (Dupont et al., 2004). Se trata de un transportador de tipo ABC formado
por los genes choXWV que se inducen en presencia de colina pero no responden a
estrés osmotico. Cho se expresa en bacteroides de nédulos fijadores de M. sativa pero

un mutante no parece tener efectos sobre el crecimiento de la bacteria ni fenotipo
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simbidtico alguno. Estos resultados pueden deberse a la actividad de las otras rutas de
transporte que no han sido caracterizadas todavia.

La trehalosa es un disacarido muy comun en nddulos de raices de
leguminosas y esta presente en altas concentraciones en bacteriodes fijadores de
nitrégeno. Forma un carbohidrato predominante en especies de Bradyrhizobium pero
también se ha detectado en cultivos de otras especies rizobianas como S. meliloti, R.
leguminosarum bv. trifolii, R. leguminosarum bv. viciae y R. leguminosarum bv.
phaseoli (Streeter, 1985). También se ha observado que la trehalosa es un buen
osmoprotector cuando es suministrado exdgenamente, aunque en este caso el
mecanismo no implica la acumulacion, sino que contribuye indirectamente junto con
otros disacaridos a mantener el turgor celular aumentando los niveles endégenos de
glutamato y NAGGN (Gouffi et al., 1999). Es probable que la mayoria de los rizobios
tengan tres rutas biosintéticas de trehalosa (OtsAB, TreYZ y TreS). Desde que muchos
de los genomas de estas bacterias han sido secuenciados, se ha podido observar la
anotacion de genes que codifican enzimas “putativas” pertenecientes a estas tres
rutas. Asi, estos genes han sido anotados en las secuencias genémicas de Rhizobium
etli CFN42 (Gonzalez et al., 2006), S. meliloti 1021 (Galibert et al., 2001),
Sinorhizobium medicae (Copeland et al., 2006), Rhizobium leguminosarum bv. viciae
(Young et al., 2006) y B. japonicum USDA110 (Kaneko et al., 2002). Sin embargo, en
la secuencia parcial del genoma de Rhizobium sp. NGR234 (Streit et al., 2004) se han
detectado los posibles genes ofsA, otsB y treY y en Mesorhizobium loti MAFF303099
(Kaneko et al., 2000) unicamente ha sido identificada la ruta OtsAB. Ademas, se han
determinado actividades enzimaticas OtsAB, TreYZ y TreS en B. japonicum y B.
elkanii, actividad TreYZ en R. legunimonsarum bv. viciae y actividad OtsAB en S.
meliloti (Streeter y Gémez, 2006). Asimismo, se ha observado el papel de los genes
ofsA y treY en R. leguminosarum bv. trifolii, de tal modo que un doble mutante
otsAtreY tiene reducida la capacidad para acumular trehalosa y, a pesar de formar
nédulos fijadores de nitrégeno con su planta hospedadora (T. repens), es mucho
menos competitivo para la nodulacion con respecto a su cepa parental. En esta
bacteria, la expresion de los genes ofsA y treY parece constitutiva a lo largo de toda la
curva de crecimiento, sugiriendo que la acumulacion de trehalosa estaria regulada a
nivel postranscripcional o por el control de la degradacién del disacarido (McIntyre et
al., 2007).

Por ultimo, si bien un estudio transcriptomico de S. meliloti 1021 en respuesta a
un choque osmotico (Dominguez-Ferreras et al., 2006) habia revelado previamente la

induccion de varios genes relacionados con las rutas biosintéticas de este disacarido,
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recientemente, Dominguez y colaboradores (2009) investigaron el papel de la sintesis
de trehalosa enddgena en la tolerancia a estrés osmaético de este rizobio. En este
trabajo, se realiz6 la caracterizaciéon tanto genética como funcional de los tres sistemas
de biosintesis de trehalosa (OtsA, TreYZ y TreS) y se estudid su papel en la
nodulacion con raices de alfalfa, observandose que la ruta OtsA fue la mas importante
en la acumulacion de trehalosa en todas las condiciones ensayadas y por tanto el
principal sistema implicado en la osmoadaptacion de S. meliloti 1021. Sin embargo, los
otros dos sistemas (TreYZ y TreS) también se encontraban implicados en el proceso
de osmoadaptacién. Ademas, la expresién de los genes que codifican los tres
sistemas aumentdé en respuesta a un choque osmotico. Finalmente, estos autores
sefalaron que la presencia de al menos un sistema implicado en la sintesis de
trehalosa es necesario para la efectiva competitividad de S. meliloti 1021 durante la

nodulacion en raices de alfalfa.

1.2. Transporte y utilizacion de trehalosa en S. meliloti.

Hasta el momento, los estudios sobre el catabolismo de la trehalosa en
organismos que presentan interacciones simbioticas y patogénicas han sido muy
escasos y se sabe muy poco acerca de la funcion biolégica que desempefia la
utilizaciéon de este disacarido en la simbiosis Rhizobium-leguminosa. En el genoma de
Sinorhizobium melioti 1021, se identificaron dos sistemas de transporte de trehalosa
de tipo ABC. El primero es un sistema implicado en el transporte de sacarosa, maltosa
y trehalosa, y esta codificado en el operén aglEFGAK (Willis y Walker, 1999). El
segundo sistema fue identificado por Jensen y colaboradores (2002), y esta codificado
en el plasmido pSymB por 7 genes thuREFGKAB, de los cuales thuEFGK codificarian
un transportador de tipo ABC implicado también en la captacién de trehalosa, maltosa
y sacarosa. El empleo de mutantes defectuosos en ambos sistemas de transporte
mostro que el sistema thuEFGK se induce principalmente por trehalosa, mientras que
la sacarosa (y en menor medida trehalosa) es el principal inductor del sistema formado
por el operon aglEFGAK. Ademas, estos mutantes no presentaron diferencias con la
cepa parental en la nodulacién y fijacion de nitrégeno, aunque si mostraron defectos
en la colonizacion de raices de alfalfa.

Jensen y colaboradores (2005) postularon que las enzimas que constituyen la
principal ruta asimilatoria de trehalosa en S. meliloti estan codificadas por los genes
thuA y thuB, que son inducibles por trehalosa y se expresan en las bacterias de la

zona de infeccién del noédulo pero no en la zona simbiética. Los mutantes en estos
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genes fueron incapaces de crecer en medios con trehalosa como unica fuente de
carbono. A pesar de que mostraron importantes dificultades en la colonizacién de las
raices de alfalfa, las cepas mutantes fueron mucho mas competitivas que la cepa
parental para la formacion de nodulos fijadores de nitrégeno. La mayor competitividad
de estos mutantes podria ser debido a que la acumulacion intracelular de trehalosa
mejoraria la respuesta de las bacterias para enfrentarse a los distintos tipos de estrés
con los que se encuentran durante el proceso de infeccion (Jensen et al., 2005). Por
ultimo, thuA y thuB son dos genes localizados aguas abajo del operén thuEFGK y
codifican dos proteinas de funcidon desconocida. Estas proteinas no muestran
homologia con ninguna otra enzima de la ruta del catabolismo de la trehalosa. ThuA
parece ser una posible glutamina amidatransferasa que posee bastante similitud con
proteinas también de funcidn desconocida de Mesorhizobium loti, Agrobacterium
tumefaciens y Brucella melitensis, mientras que ThuB presenta homologia con
deshidrogenasas dependientes de NAD(H).

Recientemente, se ha estudiado la capacidad de colonizacion y nodulacion de
un mutante thuB de S. meliloti en raices de M. sativa'y M. truncatula. La coinoculacion
con la cepa parental (1021) permitié observar mayor proporcion de nédulos ocupados
por la cepa mutante en dos lineas de alfalfa y en uno de los cultivares de M. fruncatula
ensayados. Estos resultados indican que la competitividad del mutante en el gen thuB
en comparacion con S. meliloti 1021 depende del genotipo del hospedador (Ampomah
et al., 2008). También se estudié el comportamiento de un mutante en el gen ortélogo
thuB de Sinorhizobium medicae con los mismos cultivares que fueron ensayados para
S. meliloti, confirmandose que la incapacidad para utilizar trehalosa en distintas
especies de Sinorhizobium conlleva un aumento de su competitividad para formar

nodulos en determinados genotipos de plantas hospedadoras (Ampomah et al., 2008).

1.3. Cambios en las envueltas celulares en rizobios en condiciones de estrés.

Se sabe que las células bacterianas remodelan su pared celular al comienzo de
la fase estacionaria de crecimiento, durante la infeccion de fagos, la adhesién a
superficies y la entrada en células hospedadoras (Stokes, 2003; Arisaka et al., 2003;
Quintela et al., 1997). Del mismo modo, modifican la composicion de su envoltura
celular en respuesta a otros estreses abiéticos como son los cambios en el pH externo
y la temperatura (Booth, 1985). Cambios en la morfologia y el tamafo celular o

modificaciones en el patron de polisacaridos extracelulares (EPS) y lipopolisacaridos
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(LPS) también son algunas de las respuestas que tienen lugar en los rizobios
sometidos a un estrés osmético (Lloret et al., 1995; Soussi et al., 2001).

Los polisacaridos bacterianos son necesarios durante las interacciones
simbidticas Rhizobium-leguminosas. A pesar de que muchas de las funciones de estas
moléculas no han sido investigadas aun, los exopolisacaridos (EPS), lipopolisacaridos
(LPS), polisacaridos capsulares y los B-glucanos ciclicos desempefian un papel muy
importante durante el desarrollo de los nédulos (Kannenberg y Brewin, 1994).
Asimismo, a través de numerosos trabajos es conocida la importancia de estos
compuestos en la adaptacidn y supervivencia de las especies de Rhizobium a
diferentes condiciones medioambientales, tanto en vida libre como en simbiosis. Se ha
descrito, por ejemplo, que la acumulacién de B-glucanos ciclicos en el espacio
periplasmico tiene lugar en condiciones hipoosmaéticas (Dylan et al., 1990) y que
alteraciones en el LPS pueden ocurrir también en respuesta a la variacion de oxigeno,
pH acido, estrés osmoético e idnico y en respuesta a la presencia de inductores de
plantas de genes nod (Kannenberg y Brewin, 1989; Lloret et al., 1995; Tao et al., 1992;
Reuhs et al., 1994). En relacién a los exopolisacaridos, S. meliloti produce dos tipos;
EPS-1 y EPS-II. El primero, también llamado succinoglucano (del que existe una forma
de alto y otra de bajo peso molecular), se requiere principalmente para la elongacién y
colonizacién del tubo de infeccion. La mayoria de los estudios fisioldgicos y genéticos
realizados con cepas derivadas de S. meliloti 1021 indican que en condiciones
normales Unicamente produce EPS-I (Glazebrook y Walker, 1989; Zhan et al., 1989).
Por su parte el EPS-II, o galactoglucano, de la mayoria de las cepas de S. meliloti no
se sintetiza en vida libre, pero su produccion se induce en condiciones de escasez de
fosfato (Zhan et al., 1991). Igualmente, la cepa halotolerante EFB1 de S. meliloti
produce galactoglucano, cuya sintesis disminuye al aumentar la concentracién de sal
en el medio de cultivo. La diferencia en la produccion de este exopolisacarido en
presencia o ausencia de sal es un fendbmeo que esta regulado a nivel transcripcional
(Lloret et al., 1998). La reciente identificacion de una glicosiltransferasa putativa
codificada por el gen SMb21071 de S. meliloti ha puesto de manifiesto la importacia
del gen en la osmoadaptacion de la bacteria, asi como su implicacién en el
mantenimiento y/o modificacion de polisacaridos de superficie en respuesta a estrés

osmoético (Reguera et al., 2009).
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1.4. Factores de transcripcion en Sinorhizobium meliloti.

La adecuada respuesta al estrés es un requisito importante para garantizar la
supervivencia de los rizobios tanto en vida libre (en la rizosfera) como en simbiosis.
Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos de regulacién de esta respuesta en
este tipo de bacterias. Hasta la fecha, no se han encontrado homélogos de ¢° en el
genoma de la mayoria de los rizobios que pertenecen a la subdivision a-
proteobacteria. Este dato indicaria la posible existencia de otro tipo de reguladores
implicados en la respuesta a estrés general. En cambio, existe un gran numero de
factores sigma de la subfamilia ECF codificados en los genomas de rizobios, pero se
sabe muy poco acerca de sus posibles funciones. En el genoma de S. meliloti 1021
aparecen anotados 11 factores de transcripcion con posible funcion
extracitoplasmatica, entre ellos seis copias del factor of (RpoE), ademas de otros
reguladores que podrian participar en la respuesta a diversos estimulos (Galibert et
al., 2001; Staron” et al., 2009).

Los primeros pasos para entender la respuesta a estrés general en Rhizobium
se han llevado a cabo mediante la realizacion de estudios transcriptomicos con S.
meliloti en respuesta a diferentes tipos de estreses (Becker et al., 2004; Dominguez-
Ferreras et al., 2006; Sauviac et al., 2007). Las copias rpoE2 y rpoE5 aparecieron
inducidas tras un choque osmaético en S. meliloti (Dominguez-Ferreras et al., 2006).
Ademas, Sauviac y colaboradores observaron que rpoE2 también aparecia inducido
en condiciones de estrés térmico y al comienzo de la fase estacionaria. Estos autores
identificaron aproximadamente 60 genes regulados, de los que, mas de un tercio
estaban bajo el control del gen rpoE2, entre ellos, los genes katC, rpoH2 y rpoE5. De
este modo, apuntaron al factor sigma RpoE2 como el mayor regulador de la respuesta
a estrés general en esta bacteria. A pesar de estos resultados, estos autores
observaron que mutantes rpoE2 no mostraron fenotipo ni en vida libre ni en simbiosis
en comparacion con la cepa parental.

No obstante, Flechard y colaboradores (2009) observaron que el gen rpoE2 de
S. meliloti es necesario para la produccion durante la fase estacionaria de crecimiento
de las enzimas SOD y KatC encargadas de la detoxificacion de especies reactivas de
oxigeno y aumento de la resistencia celular a H;O,. Asimismo, demostraron la
importancia del factor alternativo RpoE2 en osmoadaptacién (Flechard et al., 2010). La
construccion y caracterizacion de un mutante rpoE2 de S. meliloti, revel6 un defecto en
el crecimiento de la bacteria en medios hiperosméticos, indicando ademas que los

problemas de crecimiento en este mutante se deben a la ausencia de trehalosa. Si
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bien la expresion de las tres rutas de sintesis de trehalosa depende de RpoE2, es la
ruta OtsA la que mas se induce por RpoE2 en condiciones hiperosmaticas.
Recientemente, se han investigado los mecanismos de transduccién de sefales que
activan el factor RpoE2 de S. meliloti en respuesta a estrés (Bastiat et al., 2010). Los
resultados de este estudio genético y bioquimico revelaron que la actividad de RpoE2
esta negativamente controlada por dos factores anti-sigma paralogos, RsiA1 y RsiA2,
y positivamente regulada por dos reguladores de respuesta de dos componentes de
tipo PhyR, RsiB1 y RsiB2. Estos ultimos son dos factores anti-anti-sigma paralogos
que en su forma fosforilada estarian interaccionando con las proteinas RsiA1 y RsA2.
Estos autores proponen un mecanismo de activacion de RpoE2 en respuesta a estrés
para S. meliloti muy similar a los modelos de regulacién de Methylobacterium
extorquens 'y B. japonicum (Francez-Charlot et al., 2009; Gourion et al., 2009; Gourion
et al., 2008) (Figura 1.14).

Por otro lado, en S. meliloti existen dos copias del gen rpoH (rpoH1 'y rpoH?2)
que codifica el factor de transcripcién de choque térmico 6 (Oke et al., 2001; Ono et
al., 2001) y, aunque sus productos muestran una identidad de secuencia del 43%, son
funcionalmente distintos. Mutantes en el gen rpoH1 de S. meliloti son mas sensibles a
altas temperaturas, pH acido y otros agentes. A pesar de formar ndédulos con alfalfa,
presentan una eficiencia de fijacién de nitrégeno reducida. La transcripcion de genes
como groESLs, lon y clpB después de un choque térmico también es dependiente de
RpoH1 (Mitsui et al., 2004). Al contrario que RpoH1, RpoH2 es necesario para la
tolerancia a sal e importante durante la fase estacionaria de crecimiento, pero no
parece importante para el establecimiento de la simbiosis con la planta hospedadora
(Tittabutr et al., 2006). La presencia de dos copias del gen rpoH también ha sido
detectada en bacterias como Brucella melitensis y Rhodobacter sphaeroides, (Delory
et al., 2006; Green y Donohue, 2006) asi como en los rizobios M. loti y R. etli
(Gonzalez et al., 2006; Kaneko et al., 2000; Martinez-Salazar et al., 2009), mientras
que en Bradyrhizobium jamponicum se han identificado hasta tres copias del gen rpoH
(Narberhaus et al., 1997).
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Figura 1.14. Modelo de activacion de RpoE2 en respuesta a estrés propuesto para S. meliloti
1021. En condiciones normales RpoE2 se encuentra en forma inactiva por la interacciéon con
los factores anti-sigma RsiA1 y RsiA2. En condiciones de escasez de nutrientes o estrés, una o
varias histidin-quinasas no identificadas detectan los estimulos y fosforilan a RsiB1 y/o RsiB2.
En consecuencia, el dominio amino “efector” de estas proteinas se activa y entra en contacto
con RsiA1 y/o RsiA2, aliviando el efecto inhibitorio sobre RpoE2. Las flechas azules y rojas

representan el tipo de regulacion positiva o negativa, respectivamente (Bastiat et al., 2010).

1.5. Andlisis del transcriptoma de Sinorhizobium meliloti en respuesta a un

choque osmético.

Aunque la utilizacién de microarrays del genoma de S. meliloti 1021 para
determinar los cambios en la expresion en respuesta a algunos estreses abidticos es
una técnica que ya habia sido previamente empleada por algunos investigadores (Krol
y Becker, 2004; Ruberg et al., 2003), Dominguez y colaboradores (2006) pretendieron
obtener una vision mas detallada de la respuesta temprana de esta bacteria a un
choque osmotico. En este estudio, el principal objetivo fue la comparacion de la
respuesta transcripcional a un incremento de la osmolaridad ocasionado por una
elevada salinidad u osmolaridad. Se obtuvieron claras evidencias de que ambos tipos

de estrés desencadenaban respuestas altamente solapantes. La redundancia general
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en los genes diferencialmente expresados tras la adicion de sacarosa o NacCl
constituyd una validacion de los resultados obtenidos.

Un total de 1003 genes (el 16% de los genes anotados en el genoma de S.
meliloti 1021) fueron finalmente considerados como diferencialmente expresados. De
los 1003 genes, 539 fueron genes inducidos y 444 reprimidos. Los 20 genes restantes
aparecieron como inducidos o reprimidos segun el momento. Mas del 40% de los
genes diferencialmente expresados formaban parte de supuestos operones en los que
dos o mas genes aparecieron osmorregulados en las condiciones que fueron
ensayadas. Asimismo, la mayoria de los genes identificados en este estudio
presentaron una respuesta transitoria al choque osmotico, de tal modo que tras 4
horas de exposicion solo 507 (51%) de los 1003 genes descritos como de respuesta a
estrés osmoético, se mantenian diferencialmente expresados en cualquiera de las
condiciones ensayadas.

Cuando se estudié la distribucion en categorias funcionales de los genes
osmorregulados por la adicién de NaCl o sacarosa al medio de cultivo, se observo la
induccién de un gran numero de genes de funcidn desconocida y la represién de
muchos genes que codifican proteinas de funcién conocida, relacionadas en su mayor
parte con la ralentizacién del crecimiento celular y la disminucion de la biosintesis de
proteinas que son caracteristicas de las células estresadas.

En S. meliloti se observé una inhibicion de muchas funciones del metabolismo
central y los sistemas de produccidén de energia; la represion del ciclo de los acidos
tricarboxilicos junto con varias enzimas glucoliticas (cbbA, pdhB, pgi), de genes
relacionados con la captacién y metabolismo del manitol, de distintos complejos de la
cadena respiratoria y funciones asociadas, asi como de muchos genes relacionados
con la captaciéon de metales (manganeso, hierro y rizobactina). Se produjo una
inhibicion general de la sintesis protéica tras un choque osmoético, reprimiéndose un
alto porcentaje de los genes que codifican proteinas ribosémicas y posibles factores
de elongacion (tufA, fusA1y tufB). También la represion de genes relacionados con la
replicacion y segregacion cromosoémica (smc, ftsK, dnaN, dnaA, y ruvA). En relacion
con las envueltas celulares, se observd la represion de genes implicados en la
produccién del polisacarido capsular (KPS) (rkpA y rkpK), sintesis del peptidoglugano
(murACG) y con el transporte de B-glucanos ciclicos periplasmicos (ndvA). En el caso
de estos ultimos, se ha visto previamente que se acumulan en respuesta a un
descenso de la osmolaridad externa (Bohin, 2000). Finalmente, hasta 27 genes
implicados en quimiotaxis y motilidad celular redujeron su expresién tras un choque

osmoético. Entre ellos, genes relacionados con la biosintesis del flagelo, reguladores,
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ademas de genes del motor flagelar y una gran cantidad de genes relacionados con la
biosintesis de aminoacidos.

Por otro lado, entre los genes mas relevantes que aparecieron diferencialmente
expresados en relacion con el metabolismo en estrés, destaca la induccion de aquellos
que ya se habian descrito con anterioridad como genes de respuesta a estrés, como
por ejemplo, los genes ndi (ndiA1, ndiA2 y ndiB), una posible dioxigenasa (SMa1814),
el gen sodC (cupro zinc superoxido dismutasa) y el katC (catalasa). También se
detectd la induccién de genes relacionados con procesos de reparaciéon de ADN
(posibles ADN ligasas, ADN polimerasa, ADN invertasa y una probable
exodesoxirribonucleasa de tipo ). Asimismo, se observo la induccion tras un choque
osmoético de varios genes que codifican factores sigma de transcripcion y que estan
relacionados con el estrés térmico (rpoE2, rpoE5 y rpoH?2). En relacion con el
metabolismo de trehalosa, se pudo apreciar la induccion de los genes que codifican
las tres rutas de biosintesis de este disacarido (otsA, treY y treS) mas comunes
descritas en bacterias, asi como la induccion de los genes implicados en el transporte
y utilizacion de trehalosa (thuA, thuE y thuG). La induccion de genes posiblemente
implicados en la biosintesis de glutamato tras el choque osmético (SMc01813 y asnO)
también fue observada.

Por otro lado, se observd una fuerte desviacién en la distribucién entre los
distintos replicones de S. meliloti 1021 de los genes que respondieron a estrés
osmoético. La mayoria de los genes reprimidos (85%) se encontraban localizados en el
cromosoma mientras que la mayoria de los genes inducidos se localizaban en alguno
de los plasmidos simbidticos (pSyms) y de forma muy significativa en el plasmido
pSymB. El hecho de que el 83% de los genes de pSymB diferencialmente expresados
se encontraran inducidos con respecto a las condiciones control, condujo a la hipotesis

de la implicacion de este plasmido en la adaptacion de S. meliloti a estrés osmotico.

48



OBJETIVOS







Obijetivos

La salinidad en el suelo y aguas de riego, asi como la prevalencia de periodos
de déficit hidrico, tienen efectos adversos sobre los cultivos agricolas, especialmente
en zonas aridas o semiaridas. En estas condiciones, el crecimiento de la planta esta
condicionado por una menor disponibilidad de agua (estrés osmoético) y en el caso de
la salinidad, un desequilibrio nutricional provocado por la toxicidad idnica especifica. El
exceso de sales en el suelo también constituye un factor limitante para el crecimiento y
actividad de las bacterias del suelo que forman simbiosis con las leguminosas,
colectivamente llamadas rizobios (Ashraf y Harris, 2004).

Es conocido que la simbiosis Rhizobium-leguminosa suele ser mas sensible al
estrés osmotico que los simbiontes separadamente (Zahran, 1999). El incremento en
la osmolaridad extracelular inhibe el crecimiento y la supervivencia de la bacteria en el
suelo, afecta al proceso de infeccion y desarrollo del nédulo, a su funcionamiento v,
por tanto, a la capacidad fijadora de nitrdgeno. Del mismo modo, estos estreses limitan
el crecimiento y desarrollo vegetal, por lo que su adaptacién a estas condiciones
depende de la activacion de cascadas reguladoras implicadas en la percepcién del
estrés, transduccion de senales y la expresion de genes y metabolitos especificos
(Vinocur y Altman, 2005).

Investigaciones realizadas en nuestro laboratorio evidenciaron que la
capacidad de adaptacion de la bacteria a estrés salino y osmoético influye sobre el
desarrollo de la simbiosis Rhizobium-leguminosas. Se observd que genes de la
bacteria necesarios para la adaptacién en vida libre a estrés salino y osmético estan
también involucrados en la simbiosis (Nogales et al., 2002). Recientemente, se ha
podido determinar la existencia de varios sistemas de importe de K* en rizobios, que
son necesarios para la tolerancia al estrés osmotico e importantes también para la
eficiencia simbidtica (Dominguez-Ferreras et al., 2009a). Ademas de estos resultados,
en nuestro laboratorio se ha podido establecer que la capacidad de los rizobios para
biosintetizar y acumular trehalosa enddégenamente es muy importante para su
capacidad de osmoadaptacion en vida libre, asi como para su 6ptimo comportamiento
en simbiosis con leguminosas (Dominguez-Ferreras et al., 2009b).

Otros autores han relacionado la presencia de trehalosa en el nédulo con
condiciones de estrés osmotico, observando un aumento del contenido de trehalosa
en noédulos de algunas leguminosas en respuesta a NaCl (Farias-Rodriguez et al.,
1998; Fougére et al., 1991; Muller et al., 1995). Ademas, un aumento de trehalosa en
nodulos, inducido por tratamiento farmacoldgico, se correlaciona con una mejora del
crecimiento de L. japonicus en condiciones de salinidad (Lopez et al., 2006). Asi pues,

la trehalosa nodular podria jugar un papel importante para aumentar la resistencia de
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la planta frente a situaciones adversas. En R. etli, la sobreexpresion del gen otsA
conduce a una mayor acumulacién de trehalosa en los nédulos de P. vulgaris y a una
mayor tolerancia de la planta al estrés hidrico (Suarez et al., 2008). La acumulacién de
trehalosa en bacterias del género Azospirillum también mejora la tolerancia a estrés
hidrico e implica un aumento de biomasa en plantas de maiz (Rodriguez-Salazar et al.,
2009). Finalmente, se sabe que mutantes de S. meliloti incapaces de transportar y
catabolizar trehalosa son mas competitivos que la cepa parental, aunque no se
encuentra afectada su capacidad de nodulacion y fijacion de nitrégeno (Jensen et al.,
2002; 2005).

En consecuencia, todos estos autores consideran que el aumento de la
capacidad de acumulaciéon de trehalosa por la bacteria posibilita incrementar su
tolerancia frente a estreses abidticos, asi como un aumento de la eficiencia simbidtica
y con ello un mejor crecimiento y desarrollo de la planta, particularmente en
condiciones de estrés.

En nuestro laboratorio también se realizé un estudio del transcriptoma de S.
meliloti en respuesta a choque osmético en vida libre, identificAndose varios cientos de
genes cuyos niveles de expresion cambiaban como consecuencia de este estrés
(Dominguez-Ferreras et al., 2006). Los resultados obtenidos indicaban que la mayoria
de los genes con expresion aumentada tras choque osmotico se localizaban en uno de
los plasmidos simbidticos de esta bacteria (pSymB), junto a muchos otros
determinantes de simbiosis y supervivencia en rizosfera.

Con estos antecedentes, el objetivo general de esta tesis doctoral fue el de
seguir profundizando en la caracterizacion de los mecanismos de osmotolerancia de
Rhizobium y de su importancia en simbiosis con la leguminosa hospedadora, tanto
mecanismos previamente identificados en otros organismos, como la identificacion de
mecanismos novedosos.

Asi, los objetivos parciales de este trabajo fueron:

1) Determinar la importancia de la acumulacion de trehalosa para la
osmotoleracia de Sinorhizobium meliloti y para el funcionamiento de la simbiosis con
M.sativa bajo estrés salino, manipulando tanto la biosintesis como la degradacion de
trehalosa.

2) Determinar el papel del plasmido simbidtico pSymB de S. meliloti en la
osmoadaptacién de esta bacteria, y la identificacion de los genes localizados en dicho

plasmido que son importantes para este proceso.
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Materiales y Métodos

1. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS
Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo, junto con sus
caracteristicas mas relevantes, aparecen listados en las Tablas M.1 y M.2,

respectivamente.

Tabla M.1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencias

Sinorhizobium meliloti

Cepa silvestre, Nod', Fix" en alfalfa, Mercado-Blanco et al.

GR4 contiene los plasmidos pSymA, pSymB, 1993
pRmeGR4 y pRme GR4b
2011 Cepa silvestre Sm', Nx' J. Dénarié, France
1021 Derivada dre 2011, cepa silvestre SU47 Meade et al., 1982
str-21, Sm

Cepas derivadas de 1021

Rm5378 AQ 5020-5011::Tn5-oriT, Nm' Finan et al., 1988

Rm5408 AQ 5033-5007::Tn5-233, Gm', Spc' Charles y Finan, 1991
RmF117 AQ 5060-5033::Tn5-233, Gm', Spc' Charles y Finan, 1991
RmF638 AQ 5145-5061::Tn5-233, Gm', Spc' Charles y Finan, 1991
RmF666 AQ 5146-5111::Tn5-233, Gm', Spc' Charles y Finan, 1991
RmF680 AQ 5085-5061::Tn5-233, Gm', Spc' Charles y Finan, 1991
RmF693 AQ 5085-5142::Tn5-233, Gm', Spc' Charles y Finan, 1991
RmF728 AQ 5177-lac-56::Tn5, Nm' Charles y Finan, 1991
RmF909 AQ 5085-5047::TnV, Nm' Charles y Finan, 1991
RmMG506 0040::Tn5-233 AGS06, Gm', Spc, Charles y Finan, 1991
RmF514 AQ 5061-5047::Tn5-11, Gm', Spc’ Charles y Finan, 1991
Rm8002 Derivada de 1021 Pho’, Sm' Long et al., 1988

Derivada de 1021, ASMb20249::

1021(inoT") Sm/Spc, Sm', Spo' Este trabajo
1021(rpoE5) g;(r:irvada de 1021, ArpoE5::Sm/Spc, Sm', Este trabajo
sMb20068 Derivada de 1021, ASMb20965: Esto trabejo
1021(092) Derivada de 1021, ASMb21092:: Este trabajo

Sm/Spc, Sm', Spc’
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091" (pCHO91)

091" (pS091)

091°(pJB1,6)/ 091c

Derivada de 1021, SMb21091::pCHESI-

zKm, Sm’, Km'
Derivada de 1021,

SMb21091::pSUP202pol4, Sm', Tc'

Derivada de 091" (pCH091) que porta el
plasmido pJB1,6, Sm', Km', Tc'

Cepas derivadas de Rm2011

SMb20487
SMb20520
SMb20522
SMb20534°
SMb20535
SMb20536
SMb20537
SMb20538
SMb20541°
SMb20555
SMb21030
SMb21044°
SMb21059
SMb21069
SMb21073"
SMb20099
SMb20968
SMb20345
SMb20346
SMb21448
SMb21406

SMb21407"

Mesorhizobium loti

MAFF303099

Escherichia coli

S17-1

2011mTn5STM.1.06.E07
2011mTn5STM.4.13.E12
2011mTn5STM.2.05.G10
2011mTn5STM.1.05.H03
2011mTn5STM.1.13.H05
2011mTn5STM.2.11.A10
2011mTn5STM.4.11.D04
2011mTn5STM.3.03.D12
2011mTn5STM.3.01.B02
2011mTn5STM.3.07.E02
2011mTn5STM.2.01.C07
2011mTn5STM.3.02.F10
2011mTn5STM.3.04.E11
2011mTn5STM.3.02.E08
2011mTn5STM.2.12.F09
2011mTn5STM.2.04.B12
2011mTn5STM.4.05.C09
2011mTn5STM.1.09.E08
2011mTn5STM.5.05.G02
2011mTn5STM.3.11.F08
2011mTn5STM.3.10.C05

2011mTn5STM.4.13.A04

Cepa silvestre

thi, pro, recA, hsdR, hsdM; RP4-2-

Tc::Mu-Km::Tn7
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Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al
Pobigaylo et al

., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006
., 2006

Kaneko et al., 2000

Simon et al., 1983
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DH5a

HB101

CC118

SupE44, DlacU169, 80, lacZDM,
5hsdR171, recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
relA1

supE44, hsdS20, recA13, ara-14, proA2,
lacY1, galK2, rpsL20, xyl-6mt/1, Sm'

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK
phoA20 thi-1 rpskE (Sp')
rpoB (Rif") argE recA1

Bethesda Reseca
Laboratory®

Boyer y Roulland-
Dussoix, 1969B

Manoil y Beckwith, 1985

Tabla M.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Caracteristicas relevantes Referencias
pUC18 Vector de clonacion, Ap' Yanisch-Perron et al.,
1985

pGEM-T Easy Vector de clonacion para fragmentos Promega®
amplificados de PCR, Ap'

pHP45Q Plasmido portador de un interposén Sm/Spc', Prentki y Krisch, 1984
Ap'

pSUP202pol4 Vector suicida derivado de pSUP202, Tc' Simon et al., 1983

pCHESI-zKm Vector suicida derivado de pUNJ18 Llamas et al., 2003

pJB3Tc19 Vector de clonaciéon IncP derivado de Blatny et al., 1997
RK2,Mob", Tc', Ap'

pUCH218 Derivado de pUC18 que contiene un fragmento Strom y Lory, 1987
de 2,4 Kb con el gen "phoA de E. coli

pBBR1MCS5 Vector de clonacion con a-complementacion, Kovach et al., 1995
oriTRK2, Gm'

pBBR1MCS53/ Derivado de pBBR1MCSS5 con el gen gusA L. Girard (CIFN)

p53gus (uidA) de pWM5 (pBBR1MCS::uidA)

pLAFR1 Coésmido IncP, Tc' Ditta et al., 1980

pRK2013 Plasmido movilizador derivado de RK2, Km' Figurski y Helinski, 1979

cos17, cos21,
cos23

cos3, cos15,
cos5

pUC7,6-1

pUC7,6-2

pJB7,6-1

Cosmidos derivados de pLAFR1 que permiten
crecimiento de RmF514 en medio salino

Cosmidos derivados de pLAFR1 que permiten
crecimiento de RmF514 en medio salino

Derivado de pUC18 que contiene el fragmento
EcoRl de 7,6 Kb (729017-736681 de pSymB)
comun en los cosmidos cos3, 15y 5, Ap'

Similar a pUC7,6-1 pero con el fragmento de
7,6 Kb clonado en orientacion inversa.

Derivado de pJB3Tc19 que contiene el
fragmento EcoRI de 7,6 Kb procedente de
pUC7,6-1, Tc
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pJB7,6-2

pJB5,2

pJB3,1

pGlysR

pJBlysR

pJB1,89

ApJ1,89

pG1,6lysM

pJB1,6

pG091(SI)

pCH091

pS091

pG21092

pG21092SS

pS21092SS

pGlysM(phoA)

Similar a pJB7,6-1 pero con el el fragmento
EcoRI de 7,6 Kb clonado en orientacion
inversa, Tc'

Derivado de pJB3Tc19 que contiene un
fragmento Kpnl de 5,2 Kb procedente de
pJB7,6-1, Tc'

Derivado de pJB3Tc19 que contiene un
fragmento Sacl de 3,1 Kb procedente de
pUC7,6-1, Tc

Derivado de pGEM-T Easy que contiene un
fragmento del gen SMb21093 de 1 Kb
(735322-736400 de pSymB) amplificado de S.
meliloti, Ap"

Derivado de pJB3Tc19 que porta un fragmento
Xbal/BamHI de 1 Kb procedente de pGlysR,
Tc'

Derivado de pJB3Tc19 que contiene un
fragmento Hindlll de 1,89 Kb procedente de
pJB3,1, Tc'

Derivado de pJB1,89 que contiene una
delecion Notl/Notl de 163 pb, Tc'

Derivado de pGEM-T Easy con un fragmento
1,6 Kb (733374-735002 de pSymB) de S.
meliloti que contiene satM, Ap'

Derivado de pJB3Tc19 que contiene un
fragmento Xbal/EcoRI de 1,6 kb procedente de
pG1,6lysM, Tc'

Derivado de pGEM-T Easy que porta un
fragmento de 412 pb (734237-734649 de
pSymB) que contiene satM de S. meliloti, Ap'

Derivado de pCHESI-zKm que contiene un
fragmento EcoRI de 412 pb procedente de
pG091(Sl), Ap', Km'

Derivado de pSUP202pol4 que contiene un
fragmento EcoRI de 412 pb procedente de
pG091(Sl), Tc

Derivado de pGEMT-Easy que contiene un
fragmento de SMb21092 de 2,3 Kb (733984-
736339 de pSymB) amplificado de S. meliloti,
Ap'

Derivado de pG21092 que contiene el casette
de Sm/Spc clonado en los sitios Xhol/Ascl, Ap',
Sm', Spc’

Derivado de pSUP202pol4 que contiene un

fragmento Xbal/EcoRI de un tamario de 3,4 Kb
procedente de pG21092SS, Sm", Spc', Tc

Derivado de pGEM-T Easy que contiene un
fragmento de 179 pb (733827-734005 de
pSymB) del gen SMb21091 amplificado de S.
meliloti, Ap"
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pUCHIysM

pBBRIlysM

pG092(phoA)

pUCH092

pBBR092

p53lysM

pGtreF

pGtreFinv

pGtreFSS

pStreFSS

pJBtreF

pGotsAexp

pJBotsA

pGtreYexp

pJBtreY

pGtreSexp

Derivado de pUCH218 que contiene un
fragmento Kpnl/Sall procedente de
pGlysM(phoA) y clonado delante del gen
‘phoA, Ap'

Derivado de pBBRphoA que contiene un
fragmento Kpnl/Sall procedente de
pGlysM(phoA) y clonado delante del gen
‘phoA, Gm'

Derivado de pGEM-T Easy que contiene un
fragmento amplificado de 537 pb (734848-
735385 de pSymB) del gen SMb21092, Ap'

Derivado de pUCH218 que contiene un
fragmento Kpnl/Sall procedente de
pG092(phoA) y clonado delante del
gen ‘phoA, Ap'

Derivado de pBBRphoA que contiene un
fragmento Kpnl/Sall procedente de
pG092(phoA) y clonado delante del

gen ‘phoA, Gm'

Fusion satM::gusA de S. meliloti 1021 en
pBBR1MCS53 clonado Xbal/BamH| , Gm'

Derivado de pGEMT-Easy que contiene un
fragmento de 3,2 Kb con el gen SMb20968
(1196642-1199890 de pSymB) amplificado
de S. meliloti, Ap"

Derivado de pGtreF que contiene una delecién
de 1,15 Kb y dos dianas Smal por
amplificacion inversa, Ap'

Derivado de pGtreFinv que contiene un casete
de Sm/Spc en los sitios Smal, Ap', Sm’, Spc’

Derivado de pSUP202po4 que porta el inserto
EcoRI procedente de pGtreFSS, Tc', Sm', Spc'

Derivado de pJB3Tc19 que contiene el
fragmento Sphl/BamHI de 2,89 Kb procedente
de pGtreF, Tc'

Derivado de pGEMT-Easy que contiene un
fragmento de 2,3 Kb con el gen ofsA (128911-
131290 de pSymA) de S. meliloti, Ap"

Derivado de pJB3Tc19 que contiene un
fragmento Hindlll/Xbal procedente de
pGotsAexp, Tc

Derivado de pGEMT-Easy que contiene un
fragmento de 3,2 Kb del gen freY (1586701-
1589968 de pSymB) de S. meliloti, Ap"

Derivado de pJB3Tc19 que contiene un
fragmento Xbal/BamH]I procedente de
pGtreYexp, Tc'

Derivado pGEMT-Easy que contiene un
fragmento de 2,4 Kb con el gen treS (106949-
109339 de pSymB) de S. meliloti, Ap"
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pJBtreS Derivado de pB3Tc19 que contiene un Este trabajo
fragmento Xbal/EcoRI procedente de
pGtreSexp, Tc'

pGotsA/Bexp Derivado de pGEMT-Easy que contiene un Este trabajo
fragmento de 2,9 Kb con los genes otsA y otsB
de M.loti MAFF303099, Ap'

pJBotsA/B Derivado de pB3Tc19 que contiene un Este trabajo
fragmento BamHI/Hindlll procedente de
pGotsA/Bexp, Tc'

2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS.

2.1. Medios de cultivo para Escherichia coli.

Las cepas de E. coli se cultivaron a 37°C tanto en medio liquido como sdlido

utilizando el medio de Luria-Bertani, LB (Miller, 1972):

Triptona. ... 1049
Extracto de levadura...................oone 59
NaCl. .. 59
Agua desionizada................ocoieiinnnn, 1000 ml
Agar (para medio s0lido)..............cccveunennn. 15¢g

El medio se esterilizé en autoclave a 120°C durante 20 min.

Alternativamente, cuando se ha querido seleccionar E. coli frente a Rhizobium,
se ha empleado ENDO AGAR, un medio selectivo para coliformes donde no crece
Sinorhizobium meliloti y cuya preparacion se ha realizado siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial (DIFCO): se resuspenden 41,5 gramos del
preparado en un litro de agua bidestilada y se hierve hasta su completa disolucion. A
continuacion se esteriliza durante 15 minutos a 121°C. Este medio se prepard

inmediatamente antes de su utilizacion.

2.2. Medios de cultivo para Rhizobium.

Las cepas de Rhizobium se cultivaron de forma rutinaria a 28-30°C en medio
TY (Beringer, 1974):
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Triptona. ... 5¢g
Extracto de levadura...................cooeeiennn. 349
CaClo.2HoO . oo 0,5¢
Agua desionizada..............c.cciiieieenenn, 1000 ml
Agar (para medio s6lido)......................... 15¢

El medio se esterilizd en autoclave a 120°C durante 20 min.

Como medio minimo (MM) habitual se empled el medio de Robertsen y

colaboradores (1981) modificado:

KoHPOy. e, 03¢
KHoPOg. v, 03¢
Glutamato so6dico........ovevvviiiiiiiin, 1,19
Manitol.......oooii 10¢
MgSO,.7HO** ... 0,159
CaCly.2H 0% * e, 0,05¢g
FEeCl™ ™ e 0,006 g
NaCI* ™ 0,05¢g
Solucién con vitaminas®......................... 1 ml
Agua desionizada......................... 1000 mi
Agar purificado (medio sélido).............. 13 g

Se ajustd el pH a 6,8-7,2 y se esteriliz6 en autoclave a 120°C durante 20
minutos.

** El MgS0,4.7H,0 vy los cloruros se prepararon como soluciones 100 veces
concentradas, se esterilizaron por filtracion y se adicionaron 10ml/litro al medio minimo

autoclavado.

#La solucién concentrada de vitaminas (1000x) estuvo compuesta por:

Biotina......coooiiii 0,2g
Tiamina.....cooovoeiiii 0,149
Pantotenato sodico.............coovveivnnnnn. 0,19
Agua desionizada......................... 1000 ml

Se esterilizo por filtracion y se adiciond 1 ml/litro al medio minimo autoclavado.
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Por otro lado, se utilizé de forma ocasional para Sinorhizobium meliloti el medio

minimo VMM, de Vincent y colaboradores (1970) :

KoHPOg. ..o, 14,7 mM
KHoPOg. oo, 11,5 mM
Succinato sédiCo........c.cvveiiiiiin. 10 mM
NH4ClLo 15,7 mM
MGSO4™ e, 1 mM
CaCl™ 0,46 mM
FECl™ e 0,037 mM
Biotina** . ..., 4,1 uM
Solucién con oligoelementos®................. 1 ml
Agua desionizada......................... 1000 mi
Agar purificado (medio sdlido)..............16 g

El MgSO,4 los cloruros, la biotina y los oligoelementos se prepararon
separadamente, como soluciones 1000 veces concentradas. Se esterilizaron por

filtracion y se adicionaron 1ml/litro al medio minimo autoclavado.

#La solucién concentrada de oligoelementos consto de:

H3BO3. . 48,5 uM
MNSO4..uiiiiiii i, 10 uM
4 11 1uM
CUSO e 0,5 uM
O o 0 P 1uM
NasMOO ..., 1 uM

2.3. Conservacion de cepas bacterianas.
Para la conservacion prolongada de las distintas cepas, cultivos en fase

logaritmica adicionados de glicerol estéril a una concentracion final del 20% fueron

incluidos en criotubos con cierre hermético y se conservaron a -80°C.
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2.4. Antibioticos.

Los antibidticos se prepararon como soluciones 100 veces concentradas y se
esterilizaron por filtracién mediante unidades Acrodisc® Syringe Filtres con Suport®
Membrana (Pall), de 0,2 ym de tamafio de poro y 2,5 cm de didmetro. Todos los
antibioticos fueron disueltos en agua excepto la rifampicina y la tetraciclina que se
disolvieron en metanol. Las concentraciones finales empleadas se indican en la tabla
M.3.

Tabla M.3. Antibidticos utilizados en este trabajo.

Antibético Concentracion (pg/mil)
S. meliloti M. loti E. coli

Sulfato de estreptomicina (Sm) 200 100 50
Espectinomicina (Spc) 100 100 25
Gentamicina (Gm) 10 - 5
Sulfato de kanamicina (Km) 200 200 50
Neomicina (Nm) 100 100 25
Ampicilina (Ap) - - 200
Tetraciclina (Tc) 10 0,5 10
Rifampicina (Rf) - - 10

3. CONDICIONES DE CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO.

Alicuotas de los cultivos de Rhizobium conservados a -80°C, se inocularon en 3
ml de medio TY, con sus correspondientes antibiéticos, y se incubaron a 28-30°C, en
agitaciéon durante toda la noche. Al dia siguiente, se diluyeron (1/10-1/15) en el mismo
medio de cultivo en el que se realizarian las curvas, en ausencia de antibiéticos, y se
incubaron en agitacién hasta alcanzar una D.O.gp0nm de 0,7-0,8. A continuacion, se
inocularon todas las cepas del mismo experimento con el mismo numero de células
(2.10® ufc) haciendo diluciones de 1/80-1/100 en matraces Erlenmeyer de 100 ml que
contenian 18-22 ml de medio, y se incubaron en agitacion a 28-30 °C. Periodicamente
se tomaron alicuotas de 1ml para determinar la densidad 6ptica (D.O.s00nm) @ lo largo

de los cultivos.
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4. TRANSFERENCIA CONJUGATIVA EN CONDICIONES DE LABORATORIO.

4.1. Conjugaciones biparentales.

Se realizaron mediante mezcla de células de un cultivo en fase logaritmica de
crecimiento (D.O.g00nm entre 0,4 y 0,6) del donador con células en fase exponencial
tardia del receptor, en la proporcion 1:1. Donador y receptor se centrifugaron en un
tubo de 1,5 ml y se lavaron varias veces con medio liquido (el mismo usado para el
crecimiento del cultivo) con el fin de eliminar los restos de antibiodticos. Finalmente, la
mezcla se resuspendid en un pequefio volumen (30 pl) de medio de cultivo y fue
depositada sobre un filtro Millipore estéril (0,45 um de poro y 2,5 cm de diametro),
previamente colocado sobre una placa de medio sdlido (generalmente en TY) y se
incubé durante 16-20 horas a 30°C. Transcurrido este tiempo, la mezcla de
conjugacion se resuspendid en medio liquido estéril, y se prepararon diluciones
seriadas que se sembraron sobre placas de medio selectivo. Para determinar las
frecuencias de ftransferencia se realizaron recuentos de los receptores,
transconjugantes y donadores. En paralelo, utilizando cultivos puros de donadores o
receptores, se determiné también la frecuencia de aparicién de resistentes a los
antibiéticos de seleccion. En todos los casos las frecuencias de conjugacion se
calcularon como el niumero de transconjugantes dividido por el numero total de células

receptoras.

4.2. Conjugaciones triparentales.

La transferencia de plasmidos no autotransmisibles E. coli a Rhizobium, se
realizé segun el modelo de conjugacion tripartito, utilizando como plasmido movilizador
en trans pRK2013 (Figurski y Helinski, 1979). La metodologia que se sigui6 fue similar
a la de los cruces biparentales, pero en estos casos se prepararon mezclas

donador:movilizador:receptor en proporciones 1:1:1.
5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD B-GLUCURONIDASA.
La actividad B-glucuronidasa se determind siguiendo la metodologia modificada

de la cuantificacion de actividad B-Galactosidasa (Miller, 1972), segun se describe a

continuacion:
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De un cultivo bacteriano se toma 1 ml y se lava 2-3 veces con agua destilada
para la eliminacion de restos del medio de cultivo. Las células se resuspenden
finalmente en 1 ml de tampdn de ensayo, y se destinan 2x300 ul a la determinacion de
la actividad B-glucuronidasa y 250 ul para la cuantificacion de proteinas. A cada
alicuota de 300 pl se le adicionaron 640 ul de tampdn de ensayo, 50 ul de SDS 0,1 %
y 100 pl de cloroformo, se agitaron mediante vortex durante 15-30 segundos y se
preincubaron a 37 °C durante 10 min. A continuacion se afadieron 10 ul de sustrato
NPG (nitrofenil-B-D-glucurénido) 100 mM precalentado a 37°C y se anoté el tiempo
transcurrido hasta que aparecio color amarillo patente. La reaccion se detuvo por
adicion de 200 pl de carbonato sédico 1M seguido de centrigugacién 5 min a 12.000
r.p.m. Se determiné la absorvancia de la fase acuosa en espectrofotometro a 405 nm.

La actividad B-glucuronidasa se cuantificd segun las férmulas:

D.O.405nmX 1000

U witler =
txvx D-O-GOOnm

Donde: t: tiempo (minutos)

v: volumen (ml)

D.O.4o5nm/min

cXVvxmg

Donde: R: nmol de producto formado/min/mg de proteina
v: volumen (ml)
c: coeficiente de extincion molar del NPG= 0,02

mg: cantidad de proteina, en mg

SOLUCIONES:

» Tampon de ensayo
Tampon fosfato sédico 50 mM, pH 8.
DTT 5 mM
EDTA 1mM
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6. DETERMINACION DE ACTIVIDAD TREHALASA EN S. meliloti 1021.

En todos los experimentos en los que se determind actividad trehalasa en S.
meliloti, se partié de 400 ml de cultivo, en MM o TY. Se dejaron cultivando a 28-30°C
hasta que alcanzaron la fase de crecimiento o DO deseada en cada caso.
Posteriormente, las células se lavaron al menos 3 veces en un volumen igual de una
solucion tampén 10 mM de Tris-HCI pH 8 0 20 mM de tampodn fosfato potasico pH 6.
Finalmente, se centrifugaron y el precipitado se resuspendié en 5 ml del mismo
tampén. Para la rotura de células de Sinorhizobium y la preparaciéon de los
correspondientes extractos celulares (a los que previamente se les anadio 2 ul
inhibidor de proteasa AMSMF 100 mM) se utilizé6 una celda estandar de 40 Kpsi de
una Prensa de French (ThermoSpectronic). Después de la lisis celular, los extractos
fueron centrifugados y el sobrenadante fue recuperado para la determinacion de
actividad. Al mismo tiempo, parte de la fraccidon soluble también se utilizd para
determinar la concentracion de proteina total en cada una de las muestras utilizando el
método de Bradford (1976) o el “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-Rad) segun las
instrucciones del fabricante.

Se tomaron dos alicuotas de cada muestra para cada reaccion enzimatica y a
una de ellas se le anadi6 como sustrato de la reacciéon D(+)Trehalose Dihydrate
(SIGMA).

Las respectivas reacciones enzimaticas procedieron segun los protocolos

siguientes:

> Actividad Trehalasa por el método de Horlacher y colaboradores
(1996):

En un tubo de 1,5 ml se adicionaron:
¢ 100 pl de D-trehalosa (concentracion final 100 mM)
e 1 mg de proteina total (del extracto celular)
e X pl de tampdn fosfato potasico 20 mM pH 6
e Volumen total final: 500 pl
A continuacién, se incubo 1-2 horas a T? ambiente y tras este tiempo se
hirvié 5-10 minutos para detener la reaccion enzimatica. La muestra se
centrifugd (12.000 r.p.m., durante 3 minutos) para eliminar la fraccidon no
soluble y, de cada tubo se tomaron dos alicuotas de 200 ul para la
cuantificacion de glucosa mediante un Kit de determinacién de glucosa
(GO; Sigma).
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» Actividad Trehalasa por el método de Dardanelli y colaboradores
(2000):
En un tubo de 1,5 ml se adicionaron:
e 50 pl de trehalosa (concentracion final 50 mM)
¢ 0,025-1 mg de proteina
e 50 pl de KCI (concentracién final 100 mM)
e 50 pl de MnCl; (concentracion final 10 mM)
e X pl de tampén PIPES pH 6 (concentracion fina 50 mM )
e Volumen final: 500 pl
A continuacion, se incubd 1-2 horas a 37°C y se hirvié 5-10 minutos
para detener la reaccion enzimatica. Transcurrido ese tiempo, la
muestra se centrifugd (12.000 r.p.m., durante 3 minutos) para eliminar la
fraccion no soluble y, de cada tubo se tomaron dos alicuotas de 200 pl
para la cuantificacion de glucosa mediante un Kit de determinacion de
glucosa (GO; Sigma).
La muestra a la que no se le anadié trehalosa como sustrato sirvid como
control para establecer qué parte de la glucosa determinada se encontraba en la
muestra antes de la reaccidn enzimatica, de modo que la glucosa restante debia

proceder de la accion de la trehalasa segun la reaccion:

trehalasa
1trehalosa ———— 2 glucosa

Se definié 1 unidad de trehalasa como la cantidad de enzima necesaria para
liberar un nmol de glucosa por minuto por mg de proteina total bajo las condiciones

ensayadas.

7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE TREHALOSA.

La cuantificacién de trehalosa tuvo lugar segun la metodologia descrita por
Dominguez y colaboradores (2009), mediante un método que utiliza trehalasa
comercial combinada con la determinacion colorimétrica de glucosa. Para ello se
cultivaron las cepas a estudiar en las condiciones de interés en matraces con 20 ml de
cultivo. De cada cultivo se separaron 4 alicuotas de 4 ml y se realizaron extracciones
etandlicas de los precipitados celulares obtenidos, para lo cual se resuspendieron en 1

ml de etanol 75% y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 24 horas.
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Transcurrido este tiempo, se centrifugaron (14.000xg, 3 minutos) y se recuperé
el sobrenadante de cada una de ellas. El proceso de extraccion se repitio y el
sobrenadante obtenido se deseco en un “speed-vac” (a temperatura ambiente, durante
12-16 horas). El precipitado se resuspendio en 250 ul de acido citrico 135 mM pH 5,7,
y la fraccién no soluble se eliminé tras una centrifugacién (14.000xg, 3 minutos). Se
calentaron las muestras a 37 °C y a tres de las réplicas se les anadi6 2 pl de trehalasa
comercial (4U/ml, Sigma). Las cuatro réplicas se mantuvieron a 37 °C durante 1 hora.
Transcurrido ese tiempo se afadieron 250 pl de tampon Tris 500 mM pH 7,5 para
detener la accién de la trehalasa. Se centrifugé de nuevo (14.000xg, 3 minutos) para
eliminar los restos de la fraccion no soluble y se tomaron 200 ul para determinar la
glucosa procedente de la reaccién utilizando un Kit de determinacion de glucosa (GO,
Sigma). La réplica no tratada con trehalasa permitié establecer qué parte de la glucosa
determinada se encontraba en la muestra antes del tratamiento con trehalasa.

La trehalosa se cuantific6 como ug del disacarido por mg de proteina total. La
concentracion de proteinas se determiné utilizando el “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-

Rad) segun las instrucciones del fabricante.

8. DETERMINACION DE LA TOLERANCIA/SENSIBILIDAD A PEROXIDO DE
HIDROGENO.

La sensibilidad/tolerancia relativas de las distintas cepas de S. meliloti al
peréxido de hidrégeno (H,O,) se determind siguiendo el protocolo de Ferguson vy
colaboradores (2002) modificado. Para ello, se cultivaron las cepas de S. meliloti en
medio TY liquido adicionado de los correspondientes antibiéticos hasta que alcanzaron
una D.O.g00nm de 0,5. A continucacion, se anadieron 50 ul del cultivo a 3 ml de TY
semisolido (agar bacterioldgico al 0,7%) y se tendieron sobre placas de TY sélido
(1,5% agar), dejandolas solidificar durante 30 minutos. Posteriormente, se colocé en el
centro de cada placa un disco de papel de 6 mm de diametro sobre el que se
afiadieron 5 ul de H,O, . Por ultimo, las placas fueron incubadas a 30 °C durante 48
horas y transcurrido ese tiempo se midié el diametro del halo de inhibicion del

crecimiento bacteriano.

9. AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO.

Para el aislamiento de ADN plasmidico se utilizaron distintos métodos segun el

grado de pureza requerido en su uso posterior. En todos los casos, la cepa bacteriana
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portadora del plasmido de interés se cultivd durante 10-16 horas en condiciones
oOptimas y en medios suplementados con los antibidticos correspondientes. Para la
obtencion de ADN plasmidico de alta pureza, para su uso posterior en reacciones de
secuenciacion y/o clonacion, se utilizé el sistema comercial "QIAprep-spin Plasmid Kit"
(QIAGEN, ref. 27104) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la comprobacion de plasmidos de nueva construccion por analisis de
restriccion, éstos se aislaron por el método de la lisis alcalina (Sambrook et al., 1989).
Para ello se inocularon 3 ml de medio suplementado con los antibiéticos
correspondientes y se incubaron a 37°C en el caso de E. coli o a 28-30°C en el caso
de S. meliloti, durante 12-16 h. Las células de 1,5-3 ml de cultivo se centrifugaron en
tubos de microcentrifuga (12.000 r.p.m., durante 3 minutos) y se retirdo el
sobrenadante. Para S. meliloti, el sedimento se resuspendié en 200-500 ul de sarcosil
(N-lauril sarcosina) al 0,1% en TE pH 8, para eliminar los restos de polisacaridos.
Después se centrifugaron las células (12000 r.p.m., 3 minutos), y se eliminaron los
restos del sobrenadante. A continuacién, el sedimento se resuspendié en 100 pl de
solucion | y las células se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo se adicionaron 200 pl de solucién I, se mezclé por invesion manual del
tubo entre 2-3 veces y se incub6 5 minutos en hielo. Posteriormente, se afiadieron 150
pl de solucién 1l y se mezclé el tubo suavemente por inversion manual varias veces,
dejandolo en hielo al menos 5 minutos. Pasado este tiempo se centrifugd (12.000
r.p.m., 3 minutos) y el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo, al que se le anadio
un volumen igual de una mezcla de fenol:.cloroformo (1:1). Tras mezclar bien por
agitacion en vértex, se separaron las dos fases mediante centrifugacion (12.000 r.p.m.,
3 minutos). La fase superior acuosa, que contenia el ADN, se transfirié a un tubo
nuevo, se mezclé con 2,5 volumenes de etanol 100% preenfriado a -20°C, se incubd a
-80°C durante 30 minutos y se centrifugé (12.000 r.p.m., 15 minutos). El sedimiento se
lavé 200-300 pl de 70% etanol (preenfriado a -20°C) y se centrifugd (12.000 r.p.m., 3
minutos). Tras eliminar el sobrenadante, el precipitado se secé a temperatura

ambiente y se resuspendid en 20-50 ul de tampdn TE o H,Od.

SOLULCIONES:
» Solucion |
Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI 25 mM pH 8
Lisozima, 4 mg/ml

> Solucion ll
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NaOH 0,2 M
SDS 1%
» Solucion Il
Acetato potasico 5 M (60 ml)
Acido acético glacial (11,5 ml)
H,O (28,5 ml) pH 4,5
» Tampén TE
Tris 10 mM
EDTA 1 mM pH 8
» Mezcla fenol:cloroformo (1:1): Mezcla 1:1 (v:v) de fenol preparado en Tris-
HCI 0,1 M (pH 8), con 8-hidroxiquinoleina al 0,1%, y cloroformo:alcohol

isoamilico:cloroformo (24:1).

10. AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO TOTAL.

El aislamiento de ADN total se llevo a cabo mediante un método especialmente
disefiado para Rhizobium (Estrella et al., 2009). De un cultivo bacteriano en fase
logaritmica de la cepa elegida, se recogieron 1,5 ml por centrifugacion (12.000 r.p.m.,
3 minutos). Las células se lavaron con 500 pl de sarcosil (N-lauril sarcosina) al 0,1%
en TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). El precipitado se resuspendié en NaCl 1M y se
dejé durante 1-2 horas a 4°C, agitando de vez en cuando. A continuacion, se
centrifugd (12.000 r.p.m., 3 minutos), se eliminé el sobrenadante y el sedimento se
resuspendid en 250 yl de una solucién de sacarosa al 20% en TE (pH 8). Después se
le anadieron otros 250 ul de una solucién de lisozima, se mezclé por vértex y se
incub6 a 37°C durante 30 minutos. Tras la incubacion, se afiadieron 100 ul de una
solucion de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) que contenia una solucion de pronasa
(10mg/ml). La mezcla se incubd durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se
incorporaron 70 ul de acetato sodico 3 M pH, 5,2, 200 yl de una mezcla de
fenol:cloroformo (1:1) y con 200 pl de fenol (100% fenol y 0,1% 8-hidroxiquinoleina en
Tris-HCI 0,1 M pH 8). Se agité por vortex durante 2-3 minutos y se centrifugé 12.000
r.p.m., 5 minutos). La fase superior se recogio en un nuevo tubo y se lavé varias veces
con la mezcla de fenol:cloroformo (1:1) para eliminar impurezas. A continuacion, se
lavé una ultima vez con 300 pl de cloroformo, se agitdé bien y se centrifugd durante 3
minutos a 12.000 r.p.m. La fase superior se transfirid a un nuevo tubo y se anadieron
700 pl de isopropanol (2-propanol), se mezclé suavemente y se dejo 15 minutos a -
20°C. Después se centrifugd durante 15 minutos a 12.000 r.p.m. y el precipitado se

lavd con 500 pl de etanol al 70%, se secd a temperatura ambiente y se resuspendi6 en
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100 ul de una dilucién 1/10 de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Por ultimo, se
mantuvo 30 minutos a 65°C mezclando de vez en cuando para asegurar una

resuspension completa.

SOLUCIONES:

» Solucién de lisozima
RNAsa 1mg/ml de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8)
5 mg de lisozima en 1 ml de TE (RNAsa 1mg/ml).
> Pronasa
5% Sarcosil en TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8)
Pronasa 10 mg/ml de 5% sarcosil en TE
Antes de afadir a la solucion la muestra se precalenté a 37°C durante 5
minutos.
» Mezcla fenol:cloroformo (1:1): Mezcla 1:1 (v:v) de fenol preparado en Tris-
HCI 0,1 M (pH 8), con 8-hidroxiquinoleina al 0,1%, y cloroformo:alcohol

isoamilico:cloroformo (24:1).

Alternativamente para la extraccion de ADN gendmico total de mayor pureza se
empled el sitema Quantum Prep® AquaPure Genomic DNA kit (QUIAGEN) siguiendo

las instrucciones de los fabricantes.
11. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ADN.

Se han seguido de forma alternativa dos métodos para determinar la
concentracién de una solucion de ADN en agua o en TE de una muestra. En primer
lugar, a través de Nanodrop ND-1000 (Bio-Rad), un espectrofotometro UV-visible que
permite cuantificar rapidamente ADN, ARN, acidos nucleicos marcados y proteinas
con un consumo limitado (1-2 pl) de muestra. El otro método espectrofotométrico ha
sido el descrito por Sambrook y colaboradores (1989). En ambos, la concentracién se
determina respecto a los valores estandar de Axsonm de 1 para soluciones con 50 pg/mli
de ADN de cadena doble. La relacion Azsonm/Azsonm S€ USa para estimar la pureza y
calidad de la preparacion, considerandose valores inferiores a 1,8 y superiores a 2,2
como indicadores de contaminacion por proteinas o fenol. Para muestras de ADN muy
impuras o de baja concentracion, se emple6 el método de comparacion de
fluorescencia en gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores de ADN de

concentracion conocida, también descrito por Sambrook y colaboradores (1989).

71



Materiales y Métodos

12. DIGESTION DE ADN CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

La digestion de ADN con enzimas de restriccion se llevd a cabo en las
condiciones Optimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones, en cuanto a
temperatura y tampén, recomendadas por los proveedores (Roche® y New England
Biolabs®n.).

Las digestiones con mas de una enzima de restriccion se realizaron
simultaneamente cuando las enzimas requerian el mismo tampdn y temperatura. En
caso contrario, se digirid primero con la enzima que requeria el tampoén de menor
fuerza idnica, adicionando posteriormente el tampoéon y enzima para la segunda
digestion. Cuando esto no fue posible, se llevé a cabo primero la digestion con una
enzima. A continuacion, se anadié agua bidestilada estéril hasta un volumen minimo
de 300 pl y un volumen de fenol/cloroformo (1:1). Tras mezclar bien por agitacién en
vortex, se separaron las dos fases mediante centrifugaciéon (12.000 r.p.m., 3 minutos).
La fase superior acuosa se transfirid a un tubo nuevo y se adicioné un 10% (v/v) de
una solucion de CILi 4M al sobrenadante para favorecer la precipitacion del ADN, se
mezcld con 2,5 volumenes de etanol 100% preenfriado a -20°C, se incubd a -80°C
durante 30 minutos y se centrifug6 (12.000 r.p.m., 15 minutos). El sedimiento se lavd
con etanol al 70% (preenfriado a -20°C) y se centrifugd (12.000 r.p.m., 3 minutos).
Tras eliminar el sobrenadante, el precipitado se secd a temperatura ambiente. Se
resuspendid en un volumen adecuado de agua desinonizada (10-20 pl) y a

continuacion se llevé a cabo la digestidon con la segunda enzima.

13. IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

13.1. Electroforesis de ADN.

La electroforesis de ADN se llevdé a cabo segun Sambrook y colaboradores
(1989), utilizando geles de agarosa preparados en tampon TBE (Tris 50 mM; EDTA-
Na, 2,5 mM; BOzH, 50 mM; pH 8,2), que fue también el tampdn de electroforesis. La
concentracion de agarosa estandar fue del 0,8%, elevandose la concentracion de la
misma en los casos que la presencia de fragmentos pequefios de ADN lo requeria. De
forma habitual se usé ADN del fago Lambda digerido con Hindlll como patrén de
pesos moleculares. El voltaje usual que se empled fue 80 V para cubetas de

electroforesis de tamafo mediano y de 60 V en cubetas de electroforesis de tamafio
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pequeno. Como tampon de carga se utilizé una mezcla de sacarosa al 40% y azul de

bromofenol al 0,25%, ambos preparados en agua destilada.

13.2. Revelado de geles y fotografia.

Las muestras de ADN presentes en los geles de agarosa se visualizaron tras la
inmersién de los mismos en una solucién que contenia 4-5 gotas de una solucién de
bromuro de etidio (10 mg/ml) en 500 ml de agua destilada, durante 10-15 minutos.
Posteriormente, se visualizaron bajo luz UV (260nm) en un transiluminador.

Para la fotografia de los geles se ha utilizado una videocamara acoplada a un
sistema de impresion de imagenes (Gelprinter vm509) y el analizador de imagenes
Quantity One de BioRad®.

13.3. Estimacion del tamaino molecular de fragmentos de restriccion.

La determinacion del tamafno molecular de los fragmentos de restriccion se
efectud teniendo en cuenta la relacién logaritmica entre el tamafio molecular relativo
(M) de las moléculas de ADN y la movilidad relativa (Rr) de las mismas en el gel de
agarosa. Como marcadores del tamafo molecular se utilizaron los fragmentos de
restriccion del ADN del fago Lambda resultantes de la digestiéon con Hindlll (marcador
II) o EcoRI/Hindlll (marcador ).

14. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA.

Para la purificacion de fragmentos ADN se utilizaron distintos métodos segun el
grado de pureza requerido en su uso posterior. El primer método empleado fue el
sistema comercial "QIAEX Il Gel Extraction Kit" (QIAGEN), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

El segundo método empleado fue la electroelucion. Tras separar los
fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa, se corté la banda de
ADN de interés y se coloco dentro de un trozo de 6-7 cm de membrana de didlisis
(Spectra/Por® de 16 mm de diametro y MWCO: 12-14.000) aclarado con agua
destilada y sellado por uno de sus extremos con un cierre Spectra/Por®. Se afiadieron
500 pl de tampon de electroforesis TBE y se cerrd la membrana por el otro extremo

con un segundo cierre, procurando eliminar posibles burbujas. Este montaje se
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sometio a una corriente eléctrica de 120 V durante 20 minutos, de modo que la banda
de interés saliera del gel y quedase suspendida en el tampdn de electroforesis. Para
evitar que el ADN quedase adherido a la membrana, se sometié el montaje a una
corriente (a 80 V) con la polaridad invertida durante un minuto. Tras comprobar con luz
UV que no quedasen restos de ADN en el gel, se procedid a recuperar todo el tampdn
posible y transferirlo a un microtubo para la precipitacion del ADN. Se mezcl6é por
inversién con 50 pl de acetato sddico 3 M pH 5,2 y 1 ml de etanol 100%. La mezcla se
mantuvo un minimo de 30 minutos a -80°C y a continuacion se centrifugd a 12.000
r.p.m durante 15 minutos y se eliminoé el sobrenadante. El precipitado obtenido se lavd
con etanol 70% preenfriado, se secé al vacio y se resuspendio en 20 ul de solucion TE
pH 8.

La membrana de dialisis fue tratada antes de su utilizacion del siguiente modo:
Se hirvid en una solucién de EDTA 1mM y bicarbonato sédico al 2% durante 10
minutos, se aclaré dos veces con agua destilada y se conservé a 4°C en agua
destilada adicionada con una pequena cantidad de etanol 98% hasta el momento de

su utilizacioén.

15. LIGACION DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION EN VECTORES DE
CLONACION.

La ligacién entre un fragmento de ADN y un vector de clonaciéon adecuado se
realizd6 empleando una relacion molar de al menos 1:3 vector:inserto y una cantidad
total de ADN de unos 200 ng, independientemente de que los extremos a ligar fuesen
romos o cohesivos. El protocolo que se siguid fue el siguiente:

En un tubo de 1,5 ml, se mezclo:

e x pl de ADN de vector’

e ypulde ADN de inserto’

o 1 ul de ligasa del fago T4 (1 unidad/ pl)

e 1-1,5 yl de tampdn de ligasa (concentrado 10x)

¢ H,O desionizada, (completando hasta 10 o 15 pl)

e Se mezcldé suavemente e incubd a 14-16°C durante toda la noche.
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16. TRANSFORMACION CELULAR.

16.1. Preparacion de células competentes.

La preparacion de células competentes de E. coli se realizé segun el método
descrito por Lederberg y Cohen (1974) .

A partir de un cultivo de la cepa de E. coli a transformar, se inoculé medio LB
(1ml/100ml de medio) y se incubd en agitacion a 37°C hasta que el cultivo alcanzé una
DOgoonm de 0,3-0,6. Tras dejar enfriar en hielo durante 10 minutos, las células se
centrifugaron (12.000xg, 5 minutos, 4°C), se resuspendieron en 1 volumen de una
solucion de MgCl, 0,1 M preenfriada a 4°C y se centrifugaron de nuevo (3.000xg, 5
minutos, 4°C). A continuacion, las células se resuspendieron en 1/2 volumen de una
solucion de CaCl, 0,1M preenfriada a 4°C. Tras dejarlas en hielo un minimo de 30
minutos, se centrifugaron (3.000xg, 5 minutos, 4°C) y se resuspendieron suavemente
en 1/10 del volumen de una solucién de CaCl, 0,1 M en 20% de glicerol preenfriada a
4°C.

Las células una vez preparadas se repartieron en alicuotas de 100 o 200 ul en

tubos de 1,5 ml preenfriados a 4°C y se consevaron a -80°C hasta su uso.

16.2. Preparacion de células electrocompetentes.

La preparacién de células electrocompetentes de algunas de las estirpes de E.
coli, se realizd segun la técnica Hattermann y Stacey (1990). A partir de un precultivo
de la cepa a transformar se inoculé un matraz de 100 ml del medio con sus antibiéticos
correspondientes, y se incubd en agitacién a 37°C hasta que el cultivo alcanzé una
DOgoonm de 0,4-0,6. Tras dejar enfriar en hielo durante 15 minutos, las células se
centrifugaron (9.829xg, 10 minuntos, 4°C) y se resuspendieron sucesivamente en H,O
preenfriada, en los siguientes volumenes: 1 vez en 1 volumen igual (100 ml), 2 veces
en 0,5 voliumenes (50 ml), 1 vez en 0,02 volimenes (2ml). Finalmente se
resuspendieron en 0,003 volumenes (0,3 ml) de glicerol al 10% (esterilizado por
filtracion). Las células fueron almacenadas en tubos de 1,5 ml preenfriados a 4°C en

alicuotas de 50-60 ul que se conservaron a -80°C.
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16.3. Transformacién de células competentes de E. coli.

Para la transformacién de células competentes con ADN plasmidico se siguio
la técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983) . Para ello, se tomaron alicuotas de 100
0 200 pl de células competentes almacenadas a -80°C y se mantuvieron en hielo
durante 10-15 minutos hasta su descongelacion. Transcurrido ese tiempo, se
afiadieron 50-100 ng de ADN plasmidico, se mezclé suavemente mediante agitacion
manual y se incubaron en hielo durante al menos 30 minutos. A continuacién, se aplico
un choque térmico a 42°C durante 2 minutos a cada una de las muestras y sin
excederse de este tiempo se dejaron en hielo de 2 a 5 minutos. Después, se adiciond
1ml de medio LB y las muestras se incubaron a 37°C y en agitacion durante 60-90
minutos. Finalmente, se sembraron alicuotas en placas de medio LB (sdlido) con los
correspondientes antibioticos y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

En los casos en que los vectores permitiian la seleccion Lac+/Lac-, a las placas
de LB se anadieron 40 pl (por cada 25 ml de medio) de una solucién de 5-Bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopinanésido (X-Gal; 20 mg/ml en dimetilformamida) y/o 4 pl
de una solucién de 1-Isopropil-B-D-1-galactopiranésido (IPTG) (200 mg/ml en agua
destilada).

16.4. Electroporacion.

Para la electroporacion de E. coli, a 60 pl de células electrocompetentes,
previamente descongeladas en hielo, se afiadié 1 pl (aproximadamente 20 ng) de ADN
resuspendido en agua bidestilada. Esta mezcla se depositd en una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm Gene Pulser®600 (BioRad), que se mantuvo a 4°C, evitando
el contacto directo de las cubetas con el hielo. La cubeta fue sometida a un pulso
eléctrico, utilizando un electroporador ELECTRO CELL MANIPULADOR®600 en las

siguientes condiciones:

Modalidad: T 2,5KV/Resistencia a Alto Voltaje (HV).
Capacitancia: C No usada en modo HV.

Resistencia: R R5 (129 ohm).

Carga: S 1,3-1,5 KV.

Duracion del pulso: t 5-6 mseg.
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Tras el pulso, se afiadié inmediatamente 1 ml de medio LB estéril y se incubd a
37°C en agitacion durante 60-90 minutos. Después de este tiempo se sembraron

alicuotas de 10 a 100 ul en el medio de seleccion.

17. TRANSFERENCIA DE ADN A MEMBRANAS E HIBRIDACION ("SOUTHERN
BLOTTING").

17.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon.

El ADN previamente digerido y separado en gel de agarosa, se transfirié por
capilaridad a una membrana de nylon cargada positivamente siguiendo el protocolo
modificado de transferencia alcalina descrito por Sambrook y colaboradores (1989).
Para ello, los fragmentos de restriccion se separaron por electroforesis en gel de
agarosa. Una vez fotografiado el gel y establecidas sus dimensiones, se procedio a su
tratamiento que consistid, siempre con agitacion, en un paso de 20 minutos de
depurinacion acida del ADN mediante inmersiéon en HCI 0,25 M. Tras haber lavado el
gel tres veces con agua destilada, se precedid a desnaturalizar el ADN mediante
inmersién repetida en una solucion de NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M, durante 15 minutos
la primera vez y 25 minutos la segunda. Se lavd de nuevo tres veces con agua
destilada y por ultimo se neutralizé con una solucién de Tris-HCI 0,5 M y NaCl 1,5 M
(pH 7,4) en la que se incubd durante dos periodos de 15 minutos. Finalmente, el gel se
saturé con 10xSSC y se colocé sobre una superficie regular, habitualmente un cristal,
cubierta con papel Whatman 3MM humedecido con 10xSSC. Sobre el gel se colocaron
un filtro de nylon y dos piezas de Whatman 3MM de tamafo similar al gel (el filtro y las
piezas Whatman se lavaron primero con agua destilada y se saturaron en tampon
10xSSC durante 30 minutos antes de su utilizacion). Sobre el dispositivo asi preparado
se colocaron varias piezas de papel de celulosa y, sobre éstas, un peso de
aproximadamente 1 Kg para mantener ligeramente comprimido el sistema.

El proceso de transferencia de ADN del gel a la membrana de nylon se realizé
durante una noche. Una vez finalizada la transferencia, el filtro de nylon se lavo con
una solucion 2xSSC para eliminar restos de agarosa, se seco durante 20 minutos a
temperatura ambiente y se expuso durante 30 minutos a 120°C en vacio, para fijar el

ADN a la membrana o mediante 2 pulsos en UV de 0,12 J/cm?.
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SOLUCIONES:
» SSC 10x:
87,65 g de NaCl
4,1 g de citrato sodico
800 ml de H,O destilada
Ajustar el pH a 7 y completar hasta 1000 ml

17.2. Marcaje no radioactivo de sondas de ADN.

El marcaje de sondas de ADN se ha realizado empleando el sistema no
radioactivo de marcaje con digoxigenina comercializado por Roche®, siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Esta técnica consiste en la sintesis parcial de ADN a
partir del ADN molde que se quiere usar como sonda. Para ello, se utiliza el ADN
molde desnturalizado (100°C, 10 minutos) y enfriado en hielo durante 2 minutos,
ademas se adiciona una mezcla de hexanucleotidos, el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa | de E. coli y una mezcla de dNTP que incluye dUTP marcado con
digoxigenina, nucledtido que se puede detectar mediante reaccion inmunoldgica
especifica. La cantidad de ADN molde que se empled fue de 100-1000 ng, en un
volumen final de 20 ul, preferiblemente linearizado mediante digestién con una enzima

de restriccion. El tiempo de incubacion fue de 20 horas y la temperatura de 37°C.
17.3. Hibridacion ADN-ADN con sondas de ADN no radioactivas.

El proceso de hibridaciéon utilizando ADN homoélogo como sonda se efectué de
la manera que se describe a continuacion:

El filiro de nylon al que se habia transferido el ADN se colocé en un rodillo de
hibridacion al que se afiadieron 20-40 ml de solucion de prehibridacion y se incubd a
42°C en un horno de hibridacion Amersham al menos durante 2 horas. Después de
eliminar la primera solucién, se afadieron otros 10 ml de solucion de hibridacién, que
consisti6 en solucién de prehibridacion suplementada con el ADN sonda
desnaturalizado (95°C, 10 minutos). La membrana se incubd con la solucién de
hibridacion a la misma temperatura (42°C) durante toda la noche. Terminado el
proceso de hibridacién, se procedié al revelado.

El filtro se lavd primero 2 veces con una solucion 2xSSC y SDS al 0,1% (p/v)
durante 5 minutos a temperatura ambiente, y después otras 2 veces con una solucion

0,1xSSC y SDS al 0,1% (p/v) a 68% durante 15 minutos. Se continu6é con un lavado
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durante 1-5 minutos en 100 ml en tampén | a temperatura ambiente. Después, la
membrana se incubd durante 30 minutos en tampén Il a temperatura ambiente. Una
vez lavado el filtro, se procedi6 a la deteccién inmunolégica del ADN hibridado usando
anticuerpos especificos antidigoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina diluidos 1:
10.000 en tampon Il segun las indicaciones de los proveedores (Roche). A
continuacion se lavo (dos veces 15 minutos) con tampén de lavado, formado por
tampon | + Tween 20 0,1%. La membrana se introdujo en una bolsa de plastico de
tamarfo ligeramente superior, y se incubd durante 5 minutos con tampoén . Tras el
vaciado de la bolsa, se afiadieron 10 ml de CSPD® (1:100 en tampén Ill) y se incubd 5
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente y 15 minutos a 37°C. Tras eliminar el
exceso de solucién se sell6 la bolsa conteniendo la membrana de nylon. Finalmente, el
ADN marcado se detectd por su capacidad de emisién de luz a una longitud de onda
de 477 nm. Dicha emisién de luz se establecié poniendo en contacto el filtro con una
pelicula autorradiografica Kodak X-Omat. El tiempo de exposicion (30 minutos a 6
horas) para la deteccion de las bandas de hibridaciéon depende de la cantidad de ADN,
la homologia entre los ADN sonda y problema y la eficiencia de la reacciéon de
marcaje.

Para el revelado de la pelicula se emplearon el revelador y el fijador de

TETENAL® a las diluciones y tiempos recomendados por las casas comerciales.

SOLUCIONES:

» Solucion de prehibridacién:
SSC 5x, formamida 50%
Reactivo de bloqueo 1% (p/v)
N-lauryl-sarcosina 0,1%

SDS 0,02%
» Tampoén I:
Tris-HCI 100 mM pH 7,5
NaCl 150 mM
» Tampén I:
Tampon |
Reactivo de bloqueo 1% (p/v)

» Tampon lil:

Tris-HCI 100 mM pH 9,5
NaCl 100 mM

*csPD®: 3-(4-metoxipiro(1,2-dioxietano-3,2"-(5 -cloro)triciclo(3.3.1.1)decan)-4-il) fenil fosfato
disédico.
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18. SECUENCIACION DE ADN DE DOBLE CADENA.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en un termociclador Perkin
Elmer 9600, utilizando el producto comercial Abi Prism (Perkin-Elmer) y la polimerasa
Amplitaqg FS, por el Servicio de Secuenciacion del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lopez-Neyra, CSIC, Granada. La determinacion de la secuencia se
realiz6 mediante el sistema de terminadores marcados con fluorocromos. Al ADN a
secuenciar (300-600 ng) se le adiciond el cebador especifico (3,2-6,4 pmoles) y agua
desionizada hasta un volumen final de 12 pl.

En la mayoria de los casos se han secuenciado las dos cadenas de ADN. Los
cebadores utilizados han sido los denominados universal y reverso, correspondientes
a las secuencias del fago M13 (-40) 5 GTTTTCCCAGTCACGAC-3" y (-20) 5°-
AACAGCTATGACCATG-3" respectivamente, presentes en los vectores de tipo
pUC18, pGEMT-Easy, etc., utilizados en este trabajo.

19. ANALISIS INFORMATICO DE SECUENCIAS DE ADN Y PROTEINAS.

Los andlisis de las secuencias de ADN y proteinas, busqueda de sitios de
restriccion, localizacion de posibles marcos abiertos de lectura (ORFs), alineamientos
protéicos etc., se han realizado con programas y paquetes informaticos como el
programa Vector NTI™ y Clone Manager (Sci Ed Central). Los bancos de datos
consultados  fueron Genbank a  través del servidor  del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/ CMR/CmrHomePage.cdi,

la base de datos del genoma de S. meliloti 1021 (http://sequence.tolousse.inra.fr/) y la
Rhizobase de KAZUSA DNA Research Institute (http://www.kazusa.or.jp/rhizobase/) .

Los analisis de prediccion de proteinas fueron realizados con los programas

http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/genomes/dolop/analysis.shtml,

http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/ y http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

Finalmente, el analisis filogenético de la proteina SatM (Figura 2.48) se realiz6
mediante la version 4.0. del programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007), utilizando 1000

réplicas “bootstrap” a través del método “Neigbor-Joining”.

20. AISLAMIENTO DE ARN TOTAL.

Para el aislamiento de ARN total de Sinorhizobium meliloti 1021 se empleé el

método modificado de extraccién a través del TRI REAGENT® LS de Molecular
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Research Center, Inc., y el ADN gendmico residual se elimind con RNAse free DNAse
| de Roche®. El TRI REAGENT LS (6 Trizol) es un compuesto que combina fenol y
tioguanato de guanidina en una solucién monofasica para facilitar la mayor efectividad
posible en la inhibicion de la actividad RNAsa. Se trata de un método que sirve para
extraer ARN de diversos tamafos y tipos de muestras biolégicas. Para ello, las células
de un cultivo se recogieron a la DOgponm deseada (habitualmente 13 ml de cultivo por
muestra) en tubos previamente enfriados en nitrégeno liquido. A continuacién, se
centrifugaron a 16.000xg durante 5 minutos a 4°C y después de eliminar el
sobrenadante se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Las células fueron
almacenadas a -80°C y unicamente se sacaron (en hielo) de -80°C justo antes de
comenzar el tratamiento. Después, a cada tubo se afadié 1.750 ul de la solucién Tri
Reagent precalentada a 70°C y se mezcld bien con la pipeta o vortex. Los tubos
fueron incubados durante 10 minutos a 60°C. Transcurrido ese tiempo, se
centrifugaron (12.000xg, 10 minutos, 4°C) y al sobrenadante que se recogio en un tubo
nuevo se afiadieron 0,1 volumenes de BCP (bromocloropropano) para la separacion
de las fases. Después de mezclar bien (vértex), se dejaron 2-15 minutos a temperatura
ambiente y se volvieron a centrifugar (12.000xg, 15 minutos a 4°C). La fase acuosa fue
transferida a un tubo nuevo (de 1,5, 2 o 13 ml, segun el volumen de la muestra de
partida) y se afnadié un volumen de isopropanol. La muestra/s se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 10 minutos para asegurar la precipitacién y tras este
periodo de tiempo volvieron a centrifugarse (12.000xg, 10 minutos a 4°C). Después de
eliminar el sobrenadante se lavaron con etanol 70% en H,O DEPC (agua tratada con
Dietilpirocarbonato, para inhibir RNAsas o cualquier enzima capaz de degradar el
ARN) y se procedido a una nueva centrifugacion (12.000xg, 5 minutos a 4°C). Tras
eliminar el sobrenadante y dejar los tubos abiertos para su secado a temperatura
ambiente (o 30-37°C durante 10-15 minutos), el precipitado se resuspendié en 30-50
Ml de H,O DEPC (calentandolo a 50-60°C durante 5-15 minutos en los casos que fuera
necesario). Finalmente, las muestras fueron directamente almacenadas a -80°C o

tratadas con DNasa.

20.1. Eliminacién del ADN contaminante en preparaciones de ARN. Tratamiento
con DNAsa l.

Era importante que todas las soluciones empleadas para el tratamiento
estuviesen preparadas en H,O DEPC o H,O libre de RNAsa. Para ello, se preparo la

siguiente mezcla de reaccion que se incubo durante 1 hora a 37°C:
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Concentracion final

ARN......oi X (como maximo 92,5 pl).............. S5pug/
Tris.CI 2MpH7,5.......ccooi, 25 Ui 50 mM
MaClo T M. Tl 10 mM
DTT 0,1 M T, 1mM
Inhibidor de RNAsa (40U/ pl)................ 2l 0,8 U/ pl
DNAsa | (10 U/ hl).ceeeeeeeeiiiiiiiiieeeen T Ul 1 U/l
HoO DEPC.....ooiiiii 92-x ul

Volumen final 100 pl

Transcurrido el tiempo de incubacion, se aumenté el volumen hasta 400 pl (+
300 pl) con H,O DEPC y a continuacion se afiadiéo 1 volumen igual (400 pl) de fenol.
Después de mezclar (vortex durante 30 segundos), se centrifugd a 16000xg durante
10 minutos a 4°C. Este paso se repetid al menos una vez. Posteriormente, para
eliminar el fenol residual, se afiadié a la muestra un volumen de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1 v/v) y se volvié a repetir el paso anterior. Después de centrifugar y
pasar el sobrenadante a un tubo nuevo, se afiadieron 0,1 volumenes de acetato sddico
3M pH 4,8- DEPC y 2 volumenes de etanol 100%. Tras dejar la muestra 30 minutos a -
80°C y centrifugar (16.000xg) a 4°C durante 15 minutos, ésta se lavdé con 1 ml de
etanol 70 %-DEPC. Después de centrigugar (16.000xg, 4°C, 5 minutos) se procedio a
secar la muestra a temperatura ambiente (o 30-37°C durante 10-15 minutos).
Finalmente, la muestra de ARN fue resuspendida en 50-100 pyl de H,O DEPC vy

después de cuantificar la concentracion de ARN se almacené a -80°C.

21. SINTESIS DE :DNA A PARTIR DE UNA MUESTRA DE ARN. REACCION DE
REVERSOTRANSCRIPCION DEL ARN.

La sintesis de la hebra complementaria de ADN (cDNA o ADNc) a partir de las
muestras de ARN se realiz6 a través de la reaccion llevada a cabo por la
reversotranscriptasa de Invitrogen SuperScript™ Il (RT). El protocolo se desarrolld
siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen) de manera que la temperatura
oOptima de la reaccion enzimatica fue 42°C y los oligonucleétidos o cebadores
utilizados fueron una mezcla de hexameros “aleatorios” de Roche®.

Para la obtencion del cDNA se partio de 1 a 3 ug de ARN para un volumen final

de reaccion de 20 pl y se mezclaron los siguientes componentes en un tubo de 1,5 ml:
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Concentracion final

ARN total (hasta 5 gg).......coovvvveiiinininnnn. X Ml
“Random primers” 100 ng / pl.......ccccvvvvvennees Tl 5ng / ul
Mezcla de dNTPs 10 mM clu................... Tl 0,5mM
H,O DEPC o destilada (hasta 12 pl)............ x

Posteriormente, la mezcla se calenté a 65°C durante 5 minutos y se transfirié a
un bafo de hielo rapidamente. Transcurrido ese tiempo se adicionaron los siguientes

componentes:

Tampon 5X......ccvvviiiiiii 4 ul
Tampdn DTT O, T M. 2 ul
Inhibidor de RNAsa (40 U / pl)................. 1 pl

Se mezclaron cuidadosamente para dejarlos durante 2 minutos a 25°C. A
continuacion, se anadio 1 yl (200 U) de enzima SuperScript Il (RT) y la reaccién se
incubd a 42°C durante 50 minutos. Finalmente, la muestra se calenté a 70°C durante

15 minutos para detener la reaccién de reversotranscripcion.

22. REACCION DE AMPLIFICACION PARA LA CUANTIFICACION DE LA
EXPRESION GENICA RELATIVA. PCR CUANTITATIVA.

La amplificacion de los fragmentos de cDNA para la cuantificacién de los
niveles de ARN mensajero se realizd utilizando Platinum® Taq ADN polimerasa de
Invitrogen. Esta enzima es una polimerasa recombinante que lleva un anticuerpo unido
a su centro activo. Este anticuerpo bloquea el centro activo de la polimerasa hasta que
la reaccion alcanza temperaturas altas en las que éste se desnaturaliza liberando la
polimerasa y permitiendo su actividad.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador iQ de
BIORAD y en un volumen final de 25 pl que contenia: ADN (genémico o cDNA),
cebadores u oligonucleétidos especificos para cada gen (0,2 uM), mezcla de dNTPs
(0,2 mM), MgCl, (1,5 mM), solucion de SYBR Green * 0,1x y Platinum Taqg ADN
polimerasa (1-2,5 U). Las condiciones estandar de la reaccion de amplificacién fueron
las siguientes: tras una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, se
realizaron 35 ciclos en las siguientes condiciones: 94°C, 45 seg; 55°C, 45 seg; 72°C,

30 seg, y finalmente se realizd6 una extension a 72°C durante 10 minutos. La
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temperatura de hibridacion vari6 en funcién de los cebadores utilizados. A
continuacion se llevaron a cabo dos ciclos de 1 minuto cada uno a 95°C y 70°C y
después de la reaccién se realizé un analisis de la “Curva de Melting” o curva de

fusion para la determinacion de la formacion de productos inespecificos.

# SYBR-Green | es de Molecular Probes®.

22.1. Preparacion del SYBR-Green | para PCR cuantitativa.

El SYBR-Green | es el fluorocromo mas empleado en la PCR cuantitativa. Este
se intercala con gran afinidad al ADN bicatenario, aumentando su fluorescencia unas
1000 veces, de manera que la sefial fluorescente es proporcional a la cantidad de
producto de la PCR. Para su preparacion se partié de una soluciéon concentrada de

SYBR-Green | (10.000x) y se diluyé 20 veces anadiendo los siguientes componentes:

DMSO.....cciiiiiiiiiiis i 18
SYBR-Green | (10.000x)................ 1l
Fluoresceina* (Bio-Rad)................. 1 ul

Volumen final e
20 pl
A continuacion, la solucion diluida se almacendé en oscuridad a 4°C. En el
momento de la preparacion de la reaccion, se procedidé a hacer una dilucion 1:500 en
H,O desionizada y se anadieron 0,1 volumenes (2,5 pl por reacciéon) a las mezclas de

amplificacion justo antes de su introduccién en el termociclador.

* Permite una mayor sensibilidad y efectividad en la calibracién del termociclador.

22.2. Cuantificacion de la expresion génica relativa.

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real es un método que
permite la cuantificacion de acidos nucleicos con gran exactitud y fiabilidad. Esta
basada en la monitorizacion de la PCR usando técnicas de fluorescencia. Esto permite
la visualizacion en directo del perfil completo de amplificacién de los genes diana
dentro de un amplio rango de magnitud. El andlisis de la curva de fusion del producto
posibilita ademas la caracterizacién del fragmento amplificado por su temperatura de

fusion (Tm). El numero de copias del ADN molde al inicio de la reaccién se puede
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cuantificar con gran precision a través del ciclo umbral (ct). El ct es el nimero de ciclos
necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia significativo con
respecto a la sefal de base, y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de
moléculas molde.

Para llevar a cabo el analisis de la expresion relativa de los genes de interés,
fue necesario previamente calcular la eficiencia de la PCR con cada pareja de

oligonucledtidos especificos de cada gen.

22.2.1. CALCULO DE LA EFICIENCIA DE UNA PCR.

El método que se empleé fue el recomendado por el fabricante del
termociclador a través del programa “iCycler iQ5” de BioRad que esta basado en el
método de Pfaffl y colaboradores (2001).

La eficiencia de una reaccién de PCR en tiempo real puede calcularse a partir
de la regresion lineal del ¢, (ciclo umbral) frente al logaritmo de la cantidad inicial de
ADN. En el caso de que esta cantidad inicial sea desconocida, puede hacerse la
regresion frente a una serie de diluciones de una muestra determinada. De esta

manera y a través de una serie de calculos se llega a la siguiente férmula de eficiencia

(e):

ct e=10"2.1

= y=ax+b
\-\ e = Eficiencia de la PCR en tanto por uno.

PR R T T T A N T R a = Pendiente de la recta resultante entre los c;
lCDNA y el N°® de moléculas de ADN de cada dilucion.

El calculo de la eficiencia (e) para cada par de oligonucledtidos es una de las
consideraciones que se deben tener en cuenta para saber si el protocolo de PCR
cuantitativa ha funcionado correctamente en el caso de no obtener sefial después de

la amplificacion. Ya que si tenemos una buena “e” después de la reacciéon y no
observamos producto amplificado, no podemos decir que se deba exclusivamente al
mal disefio de los cebadores.

Se determind la “e” de amplificacion para cada par de oligonucledtidos
utilizados en cada experimento a partir de ADN gendmico y una serie de diluciones del
mismo y fue el programa “iCycler Q5” el que dio una eficiencia para cada par de

cebadores. Se estableciéo como buena aquella comprendida (en %) entre 90 y 100.
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Para obtener esta eficiencia se hizo hincapié en un buen disefio de los
oligonucleotidos, procurando que todos ellos tuvieran propiedades similares, es decir,
que tuvieran entre 18 y 24 nucledtidos de longitud, una temperatura de fusién (Tm)
similar (50-65°C), contenido en GC entre 50 y 60 % vy, sobretodo que no hubiera
interacciones estables (formacion de dimeros, estructuras secundarias etc) entre

ambos cebadores especialmente en los extremos 3.

22.2.2. CALCULO DE LAS EXPRESIONES RELATIVAS.

El calculo de expresion relativa a partir de los datos de PCR en tiempo real se
hizo mediante el método delta-delta (AA) de Pfaffl (2001). Después de la
reversotranscripcion se amplificaron por PCR cuantitativa los genes de estudio (E) y el
gen de referencia o constitutivo (C). A partir de los ¢; de cada uno, el método delta-

delta consistié en aplicar la siguiente férmula:

- AACt

Expresion Relativa = 2

Los datos de PCR del apartado 1 del capitulo 2 (Tabla 2.2) corresponden al

resultado de al menos dos réplicas técnicas de dos réplicas biolégicas independientes.
A continuacién, se muestra un ejemplo de cuantificacion de la expresion de dos genes
que se han estudiado en este trabajo.
Entre los genes seleccionados para la verificacion del estudio transcriptémico de S.
meliloti 1021 (Dominguez-Ferreras et al. 2006) estuvieron el gen SMb20537 y el
SMc02163. La expresion de ambos genes se estudiéo a los 60 minutos tras la adicion
de 400 mM de NaCl en medio minimo (MM) y a una D.O.g0nm de 0,4. Las células para
el aislamiento del ARN y posterior RT-PCR se prepararon en dos matraces; por un
lado un matraz o muestra sélo con MM y por otro, un matraz o muestra con el MM
adicionado de 400 mM de NaCl. Después de llevar a cabo los protocolos de los
apartados 19, 20, 21 y 22 se procedioé al analisis completo de la expresion de los
genes. A partir de los c; de cada muestra, el método de Pfaffl para el célculo de la
expresion por PCR cuantitativa se aplicé segun la tabla M.4.

En estas amplificaciones el gen SMb20537 se induce 16,56 veces mientras que
el gen SMc02163 se reprime unas 4 (1/0,233) veces en MM a los 60 minutos después

de un choque con 400 mM de NaCl, en relacion al cultivo en MM.
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Tabla M.4. Determinacion de la expresion relativa de los genes SMb20537 y SMc02163.

Ct Ct Ac¢(NaCl)-
Genes Muestra genC genE 'Ac Ac(MM) 2ER
SMb20537 MM 9,95 2355 -13,6 0 1
NaCl 10,5 20,05 -9,55 4,05 16,56
SMc02163 MM 16,75 22,65 -5,9 0 1
NaCl 17 25 -8 -2,1 0,233

MM; muestra de células de medio minimo sin NaCl afadido.

NaCl; muestra de células de MM a las que se le ha adicionado 400 mM de NaCl.
Gen C; gen constitutivo ARNr 16s.

Gen E; genes de estudio, SMb20537 y SMc02163.

1Act; diferencia entre los valores de ¢, gen C - c,gen E.

2ER: Expresién Relativa: 2 [ACt(NaCl) - ACtMMI]

22.3. Determinacion de productos inespecificos y estructuras secundarias

después de la PCR. Anadlisis de la curva de fusiéon o “curva de melting”.

Otro resultado que habitualmente se analizé6 después de cada reaccién de
amplificacion fue la curva de fusion o “curva de melting”. Esta curva la proporciona el
programa del termociclador y se produce como consecuencia del decaimiento de la
sefal fluorescente debido a la fusién dependiente de temperatura del producto
amplificado. Esta curva viene representada por la derivada de la fluorescencia y la
temperatura. La derivada revela un pico
maximo correspondiente a la temperatura de

fusién del producto (Tm). El area bajo la curva

-RFU/AT

de este pico es proporcional a la cantidad de
producto. Cuando se utiliza el SYBR-Green | se

puede confirmar la amplificacion del molde

especifico a través de este analisis, ya que fm T (C°)
cuando se obtienen varios productos se

detectan varios picos o valores de Tm.
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22.4. Oligonucleétidos utilizados para PCR cuantititativa.

Tomando las pautas descritas en el apartado 22.2.1 para el disefio de los
oligonucledtidos, las secuencias de los mismos para la amplificacion y cuantificacion

de cada uno de los genes se muestran en la siguiente tabla.

Tabla M.5. Oligonucledtidos utilizados para la RT-PCR cuantitativa.

Nombre del Oligo Tamano(pb) (5°-39)

otsA(PCRq)f 18 CAGTCTCTATGCCGATTG
otsA(PCRq)r 18 ACCATTTGATCCCTCTCG
ino1(RT-PCR)f 20 ACGTGCTCGTCTCCTATCTT
ino1(RT-PCR)r 20 ATTGAGCTGGTAGGTCCGAT
rpoE5(RT-PCR)f 20 TCGCACGCAGTACAAGATTC
rpoE5(RT-PCR)r 21 CCTTATAGCTCATTCCGAACC
Smb20345(PCRq)f 18 GACGATGAGGACGATGAT
Smb20345(PCRq)r 18 ATGGCAAAGGGCTTCAAC
Smb20346(PCRq)f 18 TTACCTGGTTCTTCGCCT
Smb20346(PCRq)r 18 AAGCCTGGTGACATTCTC
Smb20347(PCRq)f 18 CCACGACGACCATTTCAT
Smb20347(PCRq)r 18 GCCAACATCTATCGCTTC
SMb20537(RT-PCR)f 18 ACACCGTCGAAGCGTAAT
SMb20537(RT-PCR)r 18 TCCTCAAGGTCGCAAATG
Smb20651(PCRq)f 18 ATGAAAGCCGAAATCCGC
Smb20651(PCRq)r 18 AAGGTCAAGGGCATTCGT
Smb21406-F 18 AGGAAGATCAGGTCAAGG
Smb21406-R 18 CGGTGTCAGATAATAGGG
Smb21407(RT-PCR)f 18 TCAACCGCAAGTCCAACA
Smb21407(RT-PCR)r 18 AAGGTAGTGAGGCTTCTC
Smb21448-F 18 AACGACGATTGCCTCTCT
Smb21448-R 18 TGGTGAGATAGCATTCCG
mots (PCRq)f 18 ACGGGATGAATGCGGAAA
mots (PCRq)r 18 TTGCGAGAGGCTGTTGAT
litreS(RT)f 18 GGAAGACATTCGAGAGGA
litreS(RT)r 18 GGAAGACAGAAGCAGACT
SMb20968(RT-PCR)f 18 AGCGTAAAGGAGACATCG
SMb20968(RT-PCR)r 18 CGGGTGAGAACGTGAAAT
rRNA 16S(PCRq)f 18 TCTACGGAATAACGCAGG
rRNA 16S(PCRq)r 18 GTGTCTCAGTCCCAATGT
pgi (RT-PCR)f 18 AATGACATCGGTTCCCTG
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pgi (RT-PCR)r 18 CGGCTTCTACAATCGCAA
SMb21044(RT-PCR)f 18 TGGATGTGCCTTACGAGT
SMb21044(RT_PCR)r 18 AAAGCCGAAACCGACTAC
SMb20522(RT-PCR)f 18 GGCATACTCGGTATTGGA
SMb20522(RT-PCR)r 18 CTGCTCCTTGGTGATGTT
SMc00885(RT-PCR)f 18 CATCGCTGGCATTGTAGA
SMc00885(RT-PCR)r 18 ACCTGAAACCCAGACCAT
Smb20094(PCRq)f 18 ATAATCACCTCCTGCTCG
Smb20094(PCRq)r 18 ACCAGTATTTCGCATCGG

23. ENSAYOS CON PLANTAS.

23.1. Esterilizaciéon de semillas y germinacion.

Las semillas de alfalfa (Medicago sativa L. variedad Aragén) se sumergieron en
HgCl, al 2,5% durante 9,5 minutos en agitacién. A continuacién, se lavaron 5 veces
con agua destilada estéril en condiciones axénicas y se dejaron en imbibicion durante
una hora y media como minimo. Después, se lavaron 2 veces mas con agua destilada
estéril y se repartieron en placas que contenian un papel de filtro humedecido con 3 ml
de agua destilada estéril. Finalmente, se dejaron a 28°C en oscuridad durante 24

horas.

23.2. Solucion nutritiva para el cultivo de plantas.

Para el cultivo de plantas se utilizd la solucion de Rigaud y Puppo (1975)

modificada:
Macroelementos: KHoPOyueiiiiiii i 68 mg/l
KoHPOg. oo 44 mgl/l
MgSO4.7HO. e 123 mg/l
KoSO4geeieiiiiii 174 mgl/l
CaSOy4...ciiiiiiiiiiii 173 mgl/l
EDTA férrico (secuestreno)........ 25 mg/I
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Microelementos: NaoM00O4.2H,04...ceeveeneea, 0,11 mg/l
HiBO3 oo, 2,85 mg/l
MnSO4.4H,0.....cccoieiiin. 3,07 mg/l
ZnSO4.7TH,O oo 0,55 mg/l
CuSO45H,0 oo, 0,2 mg/l

23.3. Cultivo axénico de plantas.

El cultivo axénico de plantas de alfalfa se llevd a cabo segun la técnica descrita
por Olivares y colaboradores (1980). Cuando las plantulas de alfalfa recién
germinadas alcanzaron aproximadamente 1 cm de longitud, se colocaron
individualmente en tubos de 20 x 200 mm que contenian 10 ml de soluciéon nutritiva sin
nitrégeno y un soporte de papel de filtro. Se dejaron los tubos en oscuridad durante 2-
3 dias. A continuacion, para evitar la incidencia directa de la luz sobre las raices, la
parte inferior de los tubos se cubrié con papel opaco y se llevaron a la camara de
cultivo de plantas en las siguientes condiciones: 150 peinstein.m?.s™ (A = 400-700 nm)
de intensidad luminica, fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad, 23/17°C de
temperatura dia/noche y 50% de humedad relativa.

Transcurridos 7-10 dias en la camara, se inoculé cada tubo con 1 ml de una

suspensidn celular de aproximadamente 105-107 ufc/ml de la cepa de estudio.

23.4. Medida del grado de infectividad.

Con cada una de las cepas de estudio se inocularon de 16 a 24 tubos
preparados como se describe en el apartado anterior. Tras la inoculacion se registré
diariamente el numero de plantas noduladas y el nimero de ndédulos formados por
cada planta. El seguimiento de la nodulacién se continué hasta las 4-5 semanas

después de la inoculacion.
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Capitulo 1. MANIPULACION DE LA ACUMULACION DE TREHALOSA POR
Sinorhizobium meliloti: EFECTOS SOBRE LA OSMOTOLERANCIA Y LA
SIMBIOSIS CON ALFALFA.

ANTECEDENTES.

Las secuencias gendmicas de diversos rizobios confirman que es comun la
existencia de varias rutas para la biosintesis de trehalosa en estas bacterias (p.e. al
menos 3 rutas distintas en Sinorhizobium meliloti). Trabajos previos realizados en
nuestro laboratorio permitieron caracterizar a nivel genético la biosintesis de trehalosa
en 2 especies distintas de rizobios, S. meliloti (simbionte de Medicago spp.) y
Mesorhizobium loti (simbionte de Lotus spp.). Fue posible construir cepas carentes de
cada una o de varias de estas rutas biosintéticas simultdneamente, indicando que en
S. meliloti 1a ruta TPS/TPP (otsAB) era la mas critica para la sintesis de trehalosa en
condiciones de estrés, siguiéndole en importancia la ruta TreY/TreZ, mientras que
TreS podria ser de importancia sélo bajo condiciones muy especificas (Dominguez-
Ferreras et al., 2009b). Por su parte, M. loti MAFF303099 parece poseer sélo la ruta
TPS/TPP. En ambas especies la transcripcion de los distintos genes biosintéticos se
elevd en condiciones de estrés osmotico, aunque se ha evidenciado que
probablemente exista también una regulacion postranscripcional. Las cepas carentes
de todas las rutas biosintéticas tenian muy disminuidos sus niveles de trehalosa tanto
en condiciones de estrés como en situaciones no estresantes. La incapacidad para
sintetizar trehalosa se correlacion6 en ambas especies de rizobios con una importante
reduccion de la tolerancia a estrés osmatico y posiblemente a otros estreses abidticos
en vida libre. Mas interesante aun es que en ambas especies bacterianas la
biosintesis de trehalosa fue necesaria para una Optima infectividad y efectividad
simbiodticas, incluso en condiciones no estresantes (Dominguez-Ferreras, 2007;
Dominguez-Ferreras et al., 2009b).

Estos resultados fueron concordantes con otros trabajos en los que se ha
observado una implicacion de la biosintesis y acumulacién de trehalosa intracelular
con la eficiencia simbidtica (caso de R. etli; Suarez et al., 2008 ) o una reduccion de la
capacidad competitiva (caso de R. leguminosarum buv. trifolii; MclIntyre et al., 2007) . A
pesar de la escasez de trabajos hasta el momento, los datos existentes sugieren que
la sintesis de trehalosa por la bacteria es importante para el éptimo desempefio de la

simbiosis tanto en condiciones estresantes como no estresantes.
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Con objeto de profundizar mas en la posible importancia del metabolismo de la
trehalosa para las propiedades simbidticas y de adaptacion a diversos estreses
abioticos en S. meliloti, se propuso estudiar el efecto de una posible sobreacumulacion
de trehalosa sobre las propiedades bacterianas, tanto en vida libre como en simbiosis.
Para ello, se manipulé dicha acumulacién de trehalosa mediante 1) reduccién de su

catabolismo y 2) aumento de su sintesis por parte de la bacteria.

1. DETERMINACION DE ACTIVIDAD TREHALASA EN S. meliloti 1021.

La trehalosa puede ser utilizada como fuente de carbono y energia por muchos
organismos, para lo cual necesitan una actividad enzimatica especifica, la trehalasa,
presente en plantas, animales y hongos, que hidroliza la trehalosa para formar dos
moléculas de glucosa. Las bacterias suelen utilizar una enzima diferente para
degradar la trehalosa, generalmente la trehalosa fosforilasa, aunque también pueden
disponer de trehalasas citoplasmaticas o periplasmicas (Arguelles, 2000). Como se ha
sefalado anteriormente, este azucar no es muy abundante en plantas vasculares
(excepto en las llamadas plantas resurreccion), aunque si existe actividad trehalasa en
distintos tejidos y érganos de diversas especies vegetales. Pero a diferencia del resto
de tejidos vegetales, los nddulos de leguminosas son abundantes en trehalosa y
presentan una alta actividad trehalasa.

A pesar de que es conocida la capacidad de sintesis y acumulaciéon de
trehalosa en Rhizobium, se ha descrito comparativamente muy poco sobre la actividad
trehalasa en este grupo bacteriano (Salminen y Streeter, 1986; Dardanelli et al., 2000).
En primer lugar, con objeto de optimizar las condiciones para la determinacion de
actividad trehalasa en S. meliloti 1021, se emplearon dos protocolos diferentes. Estos
métodos fueron descritos por Horlacher y colaboradores (1996), y Dardanellli y
colaboradores (2000), respectivamente. Se parti6 de dos extractos celulares de S.
meliloti 1021, obtenidos a partir de células cultivadas en medio minimo (MM) y
recogidas en fase estacionaria de crecimiento, a una DO de 1,8-2. El primero de ellos
fue resuspendido en un tampén Tris-HCI pH 8, segun el método de Dardanelli (2000) y
el segundo en un tampdn fosfato potasico pH 6, segun el método de Horlacher (1996).
La descripcién de estos protocolos se encuentra en el apartado 6 de Materiales y
Métodos.

Simultaneamente, se determind actividad trehalasa, segun el método de
Horlacher (1996) en la cepa DH5a de E. coli. Aunque los datos de actividad en esta

especie bacteriana no se muestran en este trabajo, fueron esenciales para utilizarlos
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como referencia en el experimento. Para ello, se prepararon dos cultivos en medio
MMA, de tal modo que a uno de ellos se le aplicé un choque salino hasta alcanzar una
concentracién de 400 mM de NaCl y las células se recogieron 5-6 horas después. El
otro cultivo en cambio, se dejé incubando hasta que alcanzé una DO de 2, momento
en que fueron recogidas las células.

En la figura 1.1 se muestran los resultados de actividad trehalasa de S. meliloti
1021 empleando los dos métodos anteriormente citados. Se define una unidad de
trehalasa como la cantidad de enzima necesaria para liberar un nmol de glucosa por

hora por mg de proteina total en las condiciones ensayadas.

Actvidad trehalasa en S. meliloti 1021

1201
1051
90
75 4
60 -
45
30
15 1

0 T )
MM MM
f.estacionaria f.estacionaria
(DO: 2) (DO: 2)

nmol glucosa/h.mg proteina

[] Dardanelli et al., 2000. [ Horlacher et al., 1996.

Figura 1.1. Actividad trehalasa en S. meliloti 1021 utilizando los protocolos de Horlacher (1996)
y Dardanelli (2000).

Se pudo observar que dependiendo del método empleado, la actividad en S.
meliloti 1021 podia variar significativamente (Figura 1.1). La actividad enzimatica fue
2,6 veces inferior utilizando el protocolo de Horlacher que el de Dardanelli. Este ultimo
parecido ser el mas apropiado para determinar actividad trehalasa en S. meliloti,
alcanzandose los 100 nmoles de glucosa/h.mg proteina durante la fase estacionaria de
crecimiento en condiciones normales. Es muy probable que las distintas temperaturas
y pH aplicadas en los dos métodos ensayados, fueran el motivo de las diferencias de

actividad observadas.
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2. CARACTERIZACION GENETICA DEL GEN SMb20968 DE S. meliloti 1021.

En la anotacion del genoma de S. meliloti 1021 no existe ninguna referencia a
una posible trehalasa. No obstante, un analisis de este genoma nos permitié identificar
el gen SMb20968, que codifica para una proteina con similitud de secuencia a
trehalasas bacterianas, y que ademas posee dominios funcionales tipicos de

trehalasas y otras glucosil hidrolasas.

2.1. ANALISIS “in silico” DEL GEN SMb20968 DE S. meliloti.

El gen SMb20968 localizado en el plasmido pSymB de S. meliloti 1021 codifica
para una proteina de 570 aminoacidos con dominio glicosil hidrolasa y posible
actividad o,a-trehalasa (EC.2.1.28), que presenta identidades (38-54 %) con proteinas
de bacterias de los géneros Pseudovibrio, Oceanicola, Paenibacillus, y Geobacillus.
Las unicas proteinas de rizobios con las que muestra alguna similitud son proteinas de
R. leguminosarum, M. loti y B. japonicum (Tabla 1.1) con las que comparte el 34, 26 y
25% de identidad de secuencia, respectivamente. Ademas, en el plasmido pSymB de
S. meliloti existe otra proteina de 734 aminoacidos codificada por el gen SMb20116,
que tiene un 24% de identidad con SMb20968. Todas las proteinas se encuentran muy
conservadas en estas especies bacterianas, pero al igual que en S. meliloti poseen

funciones desconocidas.

Tabla 1.1. Identidad de secuencia de SMb20968 de S. meliloti 1021 con otras proteinas

bacterianas.

Organismo Anotacioén del gen T";'a“:;? ©  |dentidad
Sinorhizobium meliloti 1021 SMb20968 570 100 %
Pseudovibrio sp JEO62 GDB1 570 54 %
Oceanicola granulosis HTCC2516 562 54 %
Paenibacillus sp. JDR-2 Pjdr2DRAFT_1189 568 38 %
Geobacillus sp. YA12MC10 ?;(st ODRAFT_2 56 39 %
Ealiggﬁilw\g’%ﬂugggsarum pRL120266 492 349
M. loti MAFF303099 mll0692 660 26 %
B. japonicum USDA110 BIr2754 734 25 %
S. meliloti 1021 SMb20116 734 24 %

* Ntmero de residuos aminoacidicos (aa) de la correspondiente proteina.
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Por otro lado, si se observa la region génica en la que se encuentra el gen
SMb20968, se puede apreciar que forma un operdn junto con 5 genes mas. Aguas
abajo de SMb20968, se halla el gen SMb20967 que codifica para un posible represor
transcripcional de 344 aminoacidos. Mientras que los genes que se encuentran aguas
arriba, SMb20969, SMb20970, SMb20971 y SMb20972, codifican para proteinas que
formarian parte de un sistema de transporte de azucares de tipo ABC (Figura 1.2).
Una region génica que parece localizarse y conservarse también en las bacterias

Pseudovibrio, Oceanicola, Paenibacillus y Geobacillus.

1 Kb
—

SMb20967 SMb20968 SMb20969 SMb20970 SMb20971 SMb20972

e e e G e
{ oy

regulador transportador de azucares tipo ABC
transcripcional
(represor)

glicosido hidrolasa
actividad o-trehalasa

Figura 1.2. Representacion de la regién génica de SMb20968 de S. meliloti 1021. En la parte

superior se muestra la organizacion de los genes y en la parte inferior la hipotética actividad de
los correspondientes productos protéicos.

Se determind también el perfil de hidrofobicidad de la proteina SMb20968
mediante el método Kyte-Doolittle (1982). Segun este perfil, el producto del gen
SMb20968 carece de un dominio de aminoacidos hidrofébicos lo suficientemente
importante como para que esta proteina estuviese integrada en la membrana
citoplasmatica. Ademas, programas de prediccion de lipoproteinas y otras proteinas de
secrecion senalaron que carece de péptido senal, descartando asi la posibilidad de
que pueda estar localizada en el periplasma. Por tanto, es factible que esta proteina se
localice en el citoplasma bacteriano.

El alineamiento del producto de SMb20968 con trehalasas de E. coli mostré un
14,6% y 15,3% de similitud con TreA y TreF, respectivamente. Asimismo, programas
de prediccion de estas proteinas mostraron que la proteina SMb20968 tenia un perfil
hidrofébico mas parecido al de TreF que al perfil de las trehalasas TreC y TreA de E.

coli. Estos datos indujeron a pensar que el gen SMb20968 podria estar codificando
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para una trehalasa de tipo TreF, y que podria tener un papel relevante en el
catabolismo de la trehalosa en S. meliloti.

Una manera de comprobar la implicacién de este gen en condiciones de
elevada salinidad y la importancia del mismo en la acumulaciéon de trehalosa, es a
través de la construccion y caracterizacion de mutantes. EI modo de obtencion del

mutante en el gen SMb20968 esta descrito en el anexo 1 de este capitulo.

2.2. CAPACIDAD DE OSMOADAPTACION EN VIDA LIBRE DEL MUTANTE
SMb20968 DE S. meliloti 1021.

En primer lugar, se llevaron a cabo curvas de crecimiento con el mutante en el gen
SMb20968; 1021(SMb20968°), en medio rico TY adicionado de 400 mM de NaCl desde
el inicio del cultivo (Figura 1.3). Se hicieron también curvas de choque salino en medio
minimo, tras la adicién externa de NaCl a cultivos en fase logaritmica (DOggonm de 0,4)
(Figura 1.4).

En todos los casos se incluyé como referencia los correspondientes cultivos de la
cepa parental S. meliloti 1021. Las curvas de crecimiento en medio TY y MM no
mostraron diferencias significativas entre la cepa mutante 1021 (SMb20968") y la cepa
parental 1021. Una mutacion en el gen SMb20968 de S. meliloti no parecia haber
alterado la capacidad de esta bacteria para crecer en medio liquido adicionado de

altas concentraciones de sal.

TY TY + 400 mM de NaCl
104 —=— 10 10 1
1021 (SMb20968-)
£ —
£ S 1 A
] 1 - = 3 o
S ¥ Q 4
a - 0 014
L/
'1 T 1 T T 1 T T T T T T T T T T T T 1 0,01 ] 1 T T T T T T T T T T T T T T T 1
14172023 262932 35 38 414447 5053 56 596265 68 1417 202326 2932 35 38 414 4750 53 56 59 62 65 68
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 1.3. Curvas de crecimiento de un mutante SMb20968" de S. meliloti en TY adicionado
de 400 mM de NaCl (B) desde el inicio del cultivo.
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MM MM + 500 mM de NaCl
10 - —a— 1021
1021 (SMb20968-) 10
E £
o C
o o
Oto 1_ = 8 1 ¢ /’ -
a = o) e
i e g-=
0.1 I ! ! ! ! ! ! ! ! 01T T T T T T T T T 1
16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
MM MM + 600 mM de NaCl
10 10
£ -
o 1 / 8 et e
& ’'s AR "
[m] - a W
4 s
OY1 1 1 1 1 | | T 1 T 1 1 | 1 1 1 0,1 T T T T T T T T T T 1 T T | 1
16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72

Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 1.4. Curvas de crecimiento de un mutante en el gen SMb20968 de S. melilloti 1021 tras
un choque salino en medio minimo (MM). Se adicion6 NaCl durante la fase logaritmica (en el

punto indicado por la flecha).

Para determinar si pudieran existir diferencias de crecimiento en medio sélido,
se determind la capacidad de osmoadaptacion del mutante SMb20968" sobre placas
de medio TY adicionado de 400 mM, 500 mM NaCl o 700 mM de sacarosa (Figura
1.5).

Los resultados obtenidos en medio solido fueron semejantes a los obtenidos en
medio liquido. Es decir, no se observaron cambios en la capacidad de crecimiento de

la cepa mutante SMb20968" en las tres condiciones ensayadas.
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TY
+ 400 mM NaCl + 500 mM NacCl

TY
+ 700 mM
sacarosa

Figura 1.5. Crecimiento del mutante SMb20968" de S. meliloti 1021 en TY solido adicionado de
400 mM (1B) y 500 mM de NaCl (1C) y 700 mM de sacarosa (2B).

2.3. PAPEL DEL GEN SMb20968 DE S. meliloti 1021 EN TOLERANCIA A
DIFERENTES ESTRESES ABIOTICOS.

Como se ha podido observar en el apartado anterior, una mutacién en el gen
SMb20968 de S. meliloti no reveld ninguna alteracion del crecimiento en condiciones
de estrés osmotico. Para determinar si el gen SMb20968 pudiera estar implicado en la
tolerancia a otros tipos de estreses, se determiné ademas la capacidad de crecimiento
de la cepa mutante 1021 (SMb20968°) a una temperatura supradptima de 37°C y a pH

6. Una manera rapida de compararlo fue a través de ensayos de gota sobre placas de
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medio sélido. Para ello, se colocaron 10 pl de diluciones seriadas de un cultivo de la
cepa mutante en crecimiento exponencial (desde 10? hasta 10° ufc) sobre medio TY
normal y medio TY con un pH de 6 (tamponado con MES). Un grupo de placas se
incubd a 37°C durante 3 dias, mientras que el resto crecié a 30°C. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 1.6.

TY, 30°C TY, 37°C TY,pH7 TY, pH 6

Figura 1.6. Crecimiento del mutante SMb20968 de S. meliloti en TY a temperatura supradptima

(B) y a pH acido (D). Se incluye como referencia el crecimiento en TY a30°Cy pH7 (Ay C).

De nuevo, no se observaron alteraciones del crecimiento del mutante 1021

(SMb209687) a 37°C y pH 6, con respecto a la cepa parental.

2.4. CAPACIDAD DE CRECIMIENTO DEL MUTANTE SMb20968° EN RESPUESTA
A ESTRES SALINO EN MEDIOS QUE CONTIENEN TREHALOSA.

Se ha descrito que la trehalosa es un osmoprotector no acumulado en S.
meliloti, de modo que cuando esta presente en concentraciones bajas en el medio de
cultivo, es capaz de aliviar los efectos del estrés osmético (Gouffi et al., 1999). Para
determinar si un mutante SMb20968" podia estar afectado en la utilizacion de este
azucar, tanto en condiciones normales como en condiciones de elevada salinidad, se
obtuvieron curvas de crecimiento en medio minimo liquido adicionado o no de 400 mM

de NaCl y en presencia o ausencia de 5mM de trehalosa. Ademas, se determiné el
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crecimiento en un MM en el que el manitol fue sustituido por trehalosa como Unica

fuente de carbono, a una concentracion de 50 mM (1,7% p/v).

A) B)
- 1021 -=- 1021
-m- SMb20968- -m- SMb20968-
—<-1021 + 5 mM trehalosa 1021 + 50 mM trehalosa
—<>- SMb20968- + 5 mM trehalosa ~/x- SMb20968- + 50 mM trehalosa
MM MM
10 104
£ £
C o
o o
S 1 © 14
S 8
[a]
011 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 0’1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 162024 2832 3 40_4448 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
10 - MM+ 400 mM NacCl 10 - MM+ 400 mM NacCl
14 1 4
£ £
c o
S g
© 0,1 O 0,1
8 a
0101||||||||||||||ll|||0,01||l||||||||||||||||
16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 1.7. Curvas de crecimiento de un mutante SMb20968 de S. melilloti 1021 en MM
adicionado de 5 mM (A) o 50 mM de trehalosa (B) en presencia o ausencia de 400 mM de

NaCl.
Las curvas de crecimiento (Figura 1.7) no mostraron diferencias significativas

entre la cepa mutante (SMb20968°) y la cepa parental 1021 en ninguna de las
condiciones ensayadas.

Puesto que el medio minimo empleado para las curvas de crecimiento contenia
glutamato y este compuesto es considerado un eficiente osmoprotector que también
es utilizado por muchas otras bacterias como fuente de nitrégeno y de carbono, cabia
la posibilidad de que el glutamato del medio estuviese actuando como osmoprotector,

tanto en presencia como en ausencia de trehalosa, enmascarando asi los posibles
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efectos de la mutacion en SMb20968. Por ello, se estudié de nuevo el crecimiento de
este mutante en las mismas condiciones pero esta vez en un medio minimo en el que
el glutamato fue sustituido por otra fuente de nitrégeno distinta, como el KNO; (0,6 g/l).

En la figura 1.8 se muestra el crecimiento del mutante SMb20968 en medio

minimo sélido adicionado o no de 400 mM de NaCl y en presencia o ausencia de

trehalosa.
g ¥
&S
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N
) S
S @
108 © ]
10° © o
104 @ @
103
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400 mM NacCl 400 mM NaCl
MM manitol + glutamico MM manitol + KNO3
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2.

400 mM NaCl 400 mM NaCl

MM manitol + KNO3 MM trehalosa (50 mM) + KNO3
+ trehalosa (5 mM)

Figura 1.8. Crecimiento del mutante SMb20968" de S. meliloti en medio minimo solido en
condiciones de estrés salino en presencia de trehalosa en el medio (C) y como Unica fuente de
carbono (D). Se incluye como referencia el crecimiento en MM con manitol como fuente de

carbono y acido glutdmico o KNO3; como fuentes de nitrégeno (A y B).
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2.5. CAPACIDAD DE OSMOADAPTACION EN VIDA LIBRE DE LA CEPA 1021 DE
S. meliloti QUE SOBREEXPRESA EL GEN SMb20968.

Con objeto de tener mayor informacion acerca de esta posible trehalasa en el
metabolismo de S. meliloti, se llevaron a cabo estudios de sobreexpresién del gen
SMb20968. Una mayor actividad trehalasa como consecuencia de la sobreexpresion
del gen SMb20968 podria conllevar una menor acumulacion de trehalosa por la
bacteria y afectar por tanto a su tolerancia a estrés.

La construccién de un plasmido (pJBtreF) que sobreexpresa el gen SMb20968
en S. meliloti 1021 se describe en el anexo 2.3 de este capitulo.

Una vez obtenida la cepa 1021(pJBtreF) de S. meliloti que sobreexpresa el gen
SMb20968, se realizaron curvas de crecimiento en MM adicionado de 400 mM de NaCl
(Figura 1.9) y curvas de choque salino en MM mediante la adicion de 500mM y 600
mM de NaCl (Figura 1.10) a cultivos en fase exponencial de crecimiento. Al mismo
tiempo, se estudio el crecimiento sobre placas de MM sdlido adicionado de 400 mM de
NaCl (Figura 1.11).Todos los ensayos se hicieron del mismo modo que los realizados
para la cepa mutante 1021(SMb20968°). En algunos casos, ademas de incluir como
referencia la cepa parental 1021, se introdujo también 1021(pJB3Tc19), portadora del

vector de clonacion vacio.

MM MM + 400 mM NaCl
1021
107 = 1021 (pJBtreF) 101
-=-1021 (pJB3Tc19)

|
1 M
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 1.9. Curvas de crecimiento de la cepa 1021(pJBtreF) en medio minimo adicionado de
400 mM de NaCl desde el inicio del cultivo.
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Figura 1.10. Curvas de crecimiento de la cepa 1021(pJBtreF) tras un choque salino en medio

minimo (MM). Se adicioné NaCl durante la fase logaritmica (en el punto indicado por la flecha).
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MM + 400 mM NacCl

Figura 1.11. Crecimiento de la cepa de S. meliloti 1021 que sobreexpresa el gen SMb20968 en

MM adicionado de 400 mM de NacCl.

Como puede observarse en las figuras 1.9, 1.10 y .11, no se encontraron
diferencias significativas en el crecimiento entre la cepa parental y la cepa que

sobreexpresa el gen SMb20968.
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2.6. ACUMULACION DE TREHALOSA EN LA CEPA DE S. meliloti 1021 QUE
SOBREEXPRESA EL GEN SMb20968.

A pesar de no haber observado diferencias significativas en tolerancia a estrés
salino en la cepa 1021 (pJBtreF) con respecto a su parental, se decidié estudiar la
acumulacion de trehalosa en ambas cepas durante el crecimiento en condiciones de
estrés.

Estudios anteriores en nuestro laboratorio pudieron demostrar que S. meliloti
1021 acumulaba trehalosa dependiendo de la fase de crecimiento. Se observé un
fuerte incremento de la cantidad de trehalosa acumulada en la fase estacionaria tardia
en condiciones no estresantes. Ademas, se determind trehalosa en cultivos de S.
meliloti 1021 sometidos a choque osmotico por distintas concentraciones de NacCl,
observandose que los mayores niveles de trehalosa acumulada por las células
ocurrian 25-30 horas después de la adicion de 300 mM de NaCl (Dominguez-Ferreras
et al,, 2009). Teniendo en cuenta estos resultados, se determiné el contenido de
trehalosa intracelular en la cepa 1021(pJBtreF) en idénticas condiciones. Para ello, se
dejaron crecer los cultivos hasta una DOgynm de 0,4, momento en el que se adiciond
NaCl hasta alcanzar una concentracion de 300 mM. La trehalosa acumulada se

determino 25 horas después del choque salino.

45
404
35-
30
25 -
201 H MM + 300 mM NaCl
151
10

O mm

ug de trehalosa/mg de proteina

1021 1021 (pJBtreF)

Figura 1.12. Trehalosa acumulada en la cepa que sobreexpresa el gen SMb20968 de S.
meliloti 1021 tras un choque salino con 300 mM de NaCl. Se incluye como referencia la
determinacion de trehalosa en la cepa parental 1021. Cada dato es la media de y 2

experimentos independientes. Las barras de error asociadas representan el error estandar.
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Los datos de la figura 1.12 muestran que, concordante con Dominguez-
Ferreras y colaboradores (2009), la cantidad de trehalosa acumulada por S. meliloti
aumento significativamente en respuesta a un choque osmético. La adicion de 300 mM
de NaCl al medio también provocé un aumento de los niveles intracelulares de
trehalosa en la cepa 1021(pJBtreF) con respecto a las condiciones control, pero los
niveles de trehalosa acumulados fueron significativamente inferiores que los de la

cepa parental.

2.7. PERFIL DE EXPRESION DEL GEN SMb20968 DE S. meliloti 1021.

Se estudid la expresion del gen SMb20968 de S. meliloti en respuesta a un
choque salino. La determinacion de los cambios en la expresion génica se realizd por
la técnica de RT-PCR en tiempo real y la cuantificacion tuvo lugar a las 1, 4, 8 y 12
horas tras la adicion de 400 mM de NaCl al medio (MM) cuando el cultivo estaba en
fase exponencial de crecimiento (a una DOggnm de 0,4) de S. meliloti 1021. La
expresion se normalizé con la del gen 16s ARNr (SMc03224) de S. meliloti, que fue el
gen de referencia utilizado. Los resultados se representan en la figura 1.13 y

corresponden a la media de dos réplicas bioldgicas independientes y dos réplicas

técnicas.
8 -
s | [
2 6
c 4 A l
:©
g 3
e 27 T
w ____|+| _________________ _——
0 T T T 1
1 4 8 12
Tiempo (horas)
1 4 8 12
Media (n=2)| 1,227 2,7138 4,9610 1,6872
Error tipico 0,1635 0,0697 2,2647 0,2661

Figura 1.13. Expresion del gen SMb20968 a lo largo de la curva de crecimiento de S. meliloti
1021 tras la adicién de 400 mM de NaCl en MM. Cada dato es la media de al menos 2 réplicas

biolégicas y las barras asociadas representan el error estdndar.
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Se observd que a los 60 minutos tras el choque, la expresién no variaba
significativamente con respecto a las condiciones control. Los niveles de expresion
comenzaron a aumentar a partir de ese momento, con un incremento significativo de
los niveles de transcritos de SMb20968 en condiciones de elevada salinidad,
alcanzando el maximo nivel de expresion a las 8 horas después del choque. La
expresion disminuyo a las 12 horas tras la adiciéon de NaCl, momento que coincidia

con la entrada en fase estacionaria.

2.8. ACTIVIDAD TREHALASA EN S. meliloti EN CONDICIONES DE ESTRES
SALINO.

De acuerdo a los resultados previos, se determiné actividad trehalasa en
células cultivadas en condiciones de elevada salinidad, a distintos tiempos (4, 8, 12 y
24 horas) tras la aplicacion de un choque salino (400 mM NaCl) en medio minimo
(MM), tanto en la cepa parental 1021 como en el mutante para el gen SMb20968.
Todos los ensayos se realizaron en paralelo con células de S. meliloti en MM sin NaCl
anadido.

El procedimiento para determinar actividad trehalasa estd descrito en el
apartado 6 de material y métodos, todo ello segun Dardanelli y colaboradores (2000).

Los datos obtenidos en estas condiciones se muestran en la figura 1.14.

© 35-
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o 25 O 1021
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£ 20- {» - B 1021 + 400 mM NaCl

E 5 [0 SMb20968-
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8 0 SMb20968- + 400 mM NaCl
S 10

S

S 91
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3 90

4 horas 8 horas 12 horas 24 horas

Figura 1.14. Actividad trehalasa en un mutante SMb20968" de S. meliloti y en la cepa parental
1021 en MM a distintos tiempos tras un choque de 400 mM de NaCl. Cada uno de los datos,
salvo los correspondientes a las 12 horas, es la media de dos experimentos distintos y las

barras asociadas representan el error estandar.
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La actividad trehalasa total en S. meliloti no aumento6 significativamente en
respuesta a un choque salino. Es mas, la adicién de NaCl al medio provoco una ligera
disminucion de la actividad en algunos casos (4 y 8 horas), si bien las diferencias no
fueron significativas. Un comportamiento similar se observd para la cepa mutante
SMb20968°, que ademas mostrd niveles de actividad trehalasa total similares a los de

la cepa silvestre.

2.9. COMPORTAMIENTO SIMBIOTICO DEL MUTANTE EN EL GEN SMb20968 DE
S. meliloti 1021.

Se determind la infectividad de un mutante SMb20968 de S. meliloti 1021, asi
como la de la cepa derivada que sobreexpresa el gen SMb20968 en raices de alfalfa
(Medicago sativa). Las plantas fueron inoculadas con 10° ufc/ml de cada una de las
cepas y se estudio la cinética de nodulacion con respecto a la cepa parental 1021
(Figura 1.15).

—— 1021
1021(SMb2968-)

Noédulos/planta

O —_2NWhA OO~ OO
1 L 1 1 1 1 1 1

45678 910111213141516171819202122232425
Tiempo (dias)

—— 1021
1021(pJBtreF)

Noédulos/planta

O =N W,k O1O) N WO
1 L1 1 1 1 L 1 1

45678 910111213141516 171819202122 2324 25
Tiempo (dias)

Figura 1.15. Cinéticas de nodulaciéon del mutante SMb20968 de S. meliloti y de la cepa que
sobreexpresa el gen SMb20968. En cada grafica se incluye como control la cinética de
nodulacion de S. meliloti 1021. Cada punto es la media de 3 experimentos independientes (20

plantas por experimento), y las barras asociadas corresponden al error estandar.
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Tras la realizacion de 3 experimentos de infectividad, se pudo apreciar que
tanto el mutante en el gen treF como la cepa que sobreexpresa dicho gen fueron
capaces de formar nédulos fijadores de nitrégeno en raices de alfalfa. Si bien la cepa
mutante parecié tener una tendencia a formar mayor numero de nddulos por planta
que la cepa parental, estas diferencias no fueron consideradas estadisticamente
significativas segun un test de ANOVA a lo largo de los 25 dias tras la inoculacion. Por
otra parte, la cepa 1021(pJBtreF) mostré una cinética de nodulacién muy similar a la

cepa parental.

3. AUMENTO DE LA CAPACIDAD DE BIOSINTESIS DE TREHALOSA Y SU
EFECTO SOBRE LA OSMOADAPTACION DE LA BACTERIA.

Para determinar si el aumento de la capacidad de sintesis de trehalosa por S.
meliloti conlleva una mejora de la tolerancia a estrés en vida libre, se llevaron a cabo
estudios de sobreexpresion de genes clave en las distintas rutas de biosintesis
identificadas en S. meliloti, clonados en vectores plasmidicos y expresados bajo el
control del promotor Plac. Utilizando el plasmido pJB3Tc19 (Blatny et al., 1997) como
vector de clonacion, se obtuvieron tres construcciones distintas:

- pJBotsA, que lleva clonado el gen otsA de S. meliloti 1021, que codifica
para trehalosa-6P sintasa, enzima responsable de la primera etapa
catalitica de la ruta TPS/TPP.

- pJdBtreY, que lleva el gen treY de S. meliloti 1021, que codifica para la
maltooligosil trehalosa sintasa, de la ruta TreY/TreZ.

- pJBtreS que lleva el gen treS de S. meliloti 1021, que hipotéticamente
codifica para una trehalosa sintasa.

El procedimiento para la obtencion de estas construcciones esta descrito en el anexo

2.2 de este capitulo.

3.1. Capacidad de acumulaciéon de trehalosa y de crecimiento en condiciones de
estrés salino de cepas de S. meliloti 1021 que sobreexpresan genes de sintesis

de trehalosa.

Se estudié la capacidad de crecimiento de cada una de las cepas derivadas de
S. meliloti 1021 en medio minimo adicionado de 400 mM de NaCl, tanto en medio
liquido como sdélido (Figuras 1.16 y 1.17). En todos los casos se incluyé como

referencia la cepa de 1021 portadora del vector pJB3Tc19.
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Figura 1.16. Curvas de crecimiento de cepas de S. meliloti que sobreexpresan genes de

sintesis de trehalosa, en MM adicionado de 400 mM de NaCl desde el inicio del cultivo.
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MM + 400 mM NacCl

Figura 1.17. Crecimiento en MM solido adicionado de 400 mM de NaCl de cepas de S. meliloti

que sobreexpresan genes de sintesis de trehalosa.

Como se puede observar en las figuras 1.16 y 1.17, las cepas de S. meliloti que
sobreexpresan los genes de sintesis de trehalosa mostraron una capacidad de
crecimiento en MM adicionado de 400 mM de NaCl similar a la de las cepas utilizadas
como control, 1021 y 1021(pJB3Tc19).

Para comprobar si estas construcciones genéticas realmente determinan un
aumento de los niveles de trehalosa acumulada en condiciones de estrés, se cuantifico
la acumulacién de trehalosa en fase estacionaria tardia tras un choque salino en MM.
Teniendo en cuenta que S. meliloti acumula mayores niveles de trehalosa tras la
adicién de 300 mM de NaCl (Dominguez-Ferreras et al., 2009), se determiné la
trehalosa acumulada 25 horas después de un choque con 300 mM de NaCl (Figura
1.18).

Por otro lado, se considera que en bacterias, la ruta TPS/TPP es generalmente
la mas ampliamente distribuida y la mas importante para la sintesis de trehalosa en
condiciones de estrés osmotico. Ademas, en S. meliloti 1021 se demostré que la
ausencia de ofsA provocaba una sensible disminucién del contenido de trehalosa
asociada a una reduccion de la capacidad de osmoadaptacion (Dominguez-Ferreras et
al., 2009). Con estos antecedentes, se decidié estudiar si la sobreexpresion de esta
ruta biosintética, ademas de conllevar un aumento de la trehalosa acumulada en
condiciones de estrés salino, conllevaba también un aumento de la tolerancia a estrés

en las mismas condiciones (Figura 1.19).
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Figura 1.18. Trehalosa acumulada en repuesta a la adicion de 300 mM de NaCl en MM por
cepas derivadas de S. meliloti 1021 que sobreexpresan genes de sintesis de trehalosa. Cada

dato es la media de 2 experimentos y las barras asociadas representan el error estandar.
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Figura 1.19. Curvas de crecimiento de la cepa 1021 (pJBotsA) tras un choque salino en MM.

Se adicion6 NaCl durante la fase logaritmica (en el punto indicado por la flecha).

Los resultados de la figura 1.18 muestran un aumento de la trehalosa
acumulada en condiciones de estrés salino, tanto por 1021 como por las cepas de S.

meliloti que sobreexpresan los genes de las distintas rutas de sintesis de trehalosa.
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Sin embargo, los niveles de trehalosa acumulada en estas cepas no son superiores a
los de la cepa parental. De nuevo, se puede observar en la figura 1.19, que la
sobreexpresion de la ruta TPS/TPP en de la cepa 1021(pJBotsA) no conlleva una
mejora en la capacidad de crecimiento de la bacteria tras un choque a distintas
concentraciones de NaCl.

En MM minimo los resultados obtenidos para este sistema de sintesis fueron
negativos, por lo que se volvié a determinar trehalosa en medio rico TY (Figura 1.20).
Para ello, se cuantificé trehalosa en la cepa 1021(pJBotsA) a las 25 horas después de

un choque salino con 400 mM de NacCl.

20
18
16
141
121 aTy

10+ B TY + 400 mM NaCl

6

ug de trehalosa/mg de proteina

Figura 1.20. Trehalosa acumulada en las cepas de S. meliloti 1021 que sobreexpresan el gen
otsA de la ruta de sintesis de trehalosa en repuesta a un choque salino con 400 mM de NaCl
en medio TY. Se incluyen como referencia la cepa parental y la cepa portadora del vector
vacié. Cada dato es la media de 4 réplicas y las barras asociadas representan el error

estandar.

Como se puede observar en la figura .19, la sobreexpresion del gen otsA en
TY adicionado de 400 mM de NaCl provocé un significativo aumento de los niveles de
trehalosa acumulada. Estos resultados contrastaron con los obtenidos en MM (Figura
[.18). Para comprobar si un aumento en la cantidad de trehalosa acumulada por la
sobreexpresion de esta ruta biosintética podia estar asociado a una mejora de la
tolerancia bacteriana a estrés, se estudié a continuacion la capacidad de crecimiento
de la cepa 1021(pJBotsA) en TY solido adicionado de 400 mM de NaCl (Figura 1.21)
asi como el crecimiento de la bacteria en medio TY liquido tras un choque a distintas

concentraciones de NaCl (Figura 1.22).
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Figura 1.21. Crecimiento de la cepa 1021 (pJBotsA) en TY sélido adicionado de 400 mM de
NaCl.
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Figura1.22. Curvas de crecimiento de la cepa 1021 (pJBotsA) tras un choque salino en TY. Se

adicion6 NaCl durante la fase logaritmica (en el punto indicado por la flecha).
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Si se observan los resultados de las figuras 1.21 y 1.22, se puede apreciar que
no hubo diferencias significativas en el crecimiento de la cepa 1021(pJBotsA) con
respecto a su cepa parental en medio TY adicionado de altas concentraciones de
NaCl. El aumento de trehalosa acumulada por 1021(pJBotsA) no conllevaba una
mejora de la tolerancia a estrés salino.

Por otro lado, se sabe que en S. meliloti 1021 el gen ofsA se localiza en el
pSymA (Sma0233), y hasta el momento no ha podido identificarse un gen homdlogo a
otsB (T6P fosfatasa) en el genoma de esta bacteria, gen que si es faciimente
identificable, por homologia de secuencias, en los genomas de S. medicae y varios
otros rizobios. Es posible que en S. meliloti alguna otra proteina realice la funcién de
T6P fosfatasa y sea necesaria la sobreexpresién del gen o genes que codifiquen para
esta proteina. Quizas, un aumento de los niveles de trehalosa 6P por parte de la
enzima TPS no sea suficiente para observar una mejora en la tolerancia de S. meliloti
a estrés salino.

Para comprobar posibles diferencias en la sobreexpresion de uno o ambos
genes de la ruta TPS/TPP, se llevaron a cabo curvas de crecimiento en medio salino
con cepas derivadas de S. meliloti 1021 y M. loti MAFF303099, que sobreexpresan el
gen otsA de S. meliloti o el operdn otsAB de M. loti.

En M. loti MAFF303099, ambos genes conforman un operén ofsAB (mll0691-
mll0690) localizado en el cromosoma, por lo que se amplifico la regién correspondiente
a ambos genes y se clond en el plasmido pJB3Tc19, dando lugar a la construccion
pJBotsA/B. Esta nueva construccién fue introducida en las cepas 1021 y MAFF303099
de S. meliloti y M. loti, y se llevaron a cabo ensayos de tolerancia en medios con
elevada salinidad. Para cepas de S. meliloti portadoras de las construcciones pJBotsA
y pJBotsA/B, se estudio la capacidad de crecimiento en medio rico TY adicionado de
400 mM y 500 mM de NaCl desde el inicio del cultivo (Figura 1.23). Al mismo tiempo,
se realizaron curvas de crecimiento de M. loti en TY adicionado de 50 mM, 75 mM y
100 mM de NaCl (Figura 1.14).

Los resultados de las figuras 1.23 y 1.24 no mostraron diferencias significativas
en el crecimiento entre las distintas cepas de las dos especies de rizobios en medio
TY adicionado de distintas concentraciones de NaCl. La sobreexpresién de la ruta
TPS/TPP bajo el control de este tipo de promotores y por tanto de estos vectores
plasmidicos no mejord la tolerancia a estrés salino ni de S. meliloti 1021 ni de M. loti
MAFF303099.

116



TY

—=—1021
—5—1021(pJBotsA)
—5—1021(pJBotsA/B)

107 —=—1021(pJB3Tc19)

1,,#*""'_'__'_'

01

DOg0ONM

15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63
Tiempo (horas)

TY

10 -

DOgoONmM

15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67
Tiempo (horas)

TY + 400 mM NaCl

101

DOg0ONm

M
15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63
Tiempo (horas)

TY + 500 mM NaCl

101

0,0 +/—T—7F"—"T"T"—"TT—T—T—T—T—

15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67
Tiempo (horas)

Figura 1.23. Curvas de crecimiento de las cepas de S. meliloti 1021 que sobreexpresan genes
de la ruta TPS/TPP de sintesis de trehalosa en medio TY adicionado de 400 mM y 500 mM de
NaCl.
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Figura 1.24. Curvas de crecimiento de las cepas derivadas de M. loti MAFF303099 que

sobreexpresan la ruta TPS/TPP de sintesis de trehalosa en TY adicionado de 50 mM, y 75 mM

de NaCl.
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Discusion: Capitulo 1

La trehalosa es un disacarido que se acumula en una gran variedad de seres
vivos: bacterias, levaduras, hongos, plantas, insectos y algunos invertebrados. Este
azucar participa en numerosos procesos generalmente asociados con la proteccion a
estrés(Arglelles, 2000; Elbein et al., 2003). Se han reconocido 5 posibles rutas de
biosintesis de trehalosa y un mismo organismo puede poseer una o varias de estas
rutas. La principal ruta a través de la cual los microorganismos sintetizan trehalosa y
hasta el momento la Unica identificada en plantas es la ruta TPS/TPP (OtsAB).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, han caracterizado a nivel
genético la biosintesis de trehalosa en 2 especies distintas de rizobios, S. meliloti
(simbionte de Medicago spp.) y Mesorhizobium loti (simbionte de Lotus spp.)
(Dominguez-Ferreras, 2007). Estos resultados indicaron que en S. meliloti la ruta
TPS/TPP (otsAB) es la mas critica para la sintesis de trehalosa en condiciones de
estrés salino. Por otro lado, M. loti parece poseer sélo la ruta OtsAB. Las cepas que
carecen de todas las rutas biosintéticas caracterizadas tenian muy disminuidos sus
niveles de trehalosa, tanto en condiciones de estrés como en situaciones no
estresantes. La incapacidad para sintetizar trehalosa se correlacioné en ambas
especies de rizobios con una importante reduccion de la tolerancia a estrés osmatico
(Dominguez-Ferreras, 2007).

En el presente trabajo, hemos conseguido disponer cada uno de los
correspondientes genes de sintesis bajo el control de promotores heterélogos no
regulados y clonados en vectores plasmidicos. Otros autores han establecido que la
sobreexpresion de ciertas rutas biosintéticas de trehalosa conlleva una mejora de la
tolerancia a estrés salino en especies de rizobios como Rhizobium etli (Suarez et al.,
2008) y Mesorhizobium ciceri (S. Moussaid, datos no publicados de nuestro
laboratorio). En esta tesis se estudio si este fendmeno ocurria también en las especies
de S. meliloti 1021 y M. loti MAFF303099. Los resultados obtenidos indican que la
sobreexpresion de las distintas rutas biosintéticas de trehalosa no mejora la capacidad
de osmoadaptaciéon en estas dos especies. En concordancia con el hecho de que que
la via OtsA es la mas importante en S. meliloti (Dominguez-Ferreras et al., 2009),
pudimos observar que la sobreexpresion de esta ruta provoca un significativo aumento
de la cantidad de trehalosa acumulada en situaciones de estrés. No se observaron
efectos similares cuando se sobreexpresaron los genes TreY o TreS. En el genoma de
S. meliloti 1021 no se ha identificado aun el gen que codifica para una posible
trehalosa 6-fosfato fosfatasa y desconocemos si también se incrementan los niveles
de trehalosa 6-fosfato intracelulares como consecuencia de la sobreexpresion de otsA.

A pesar de estos resultados, esta sobreexpresién no mejoré la tolerancia de la bacteria
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a estrés salino. La sobreexpresion de los genes otsAB a partir del operén heterdlogo
de M. loti MAFF303099 a través del plasmido pJBotsA/B, tampoco fue suficiente como
para mejorar la capacidad de crecimiento en condiciones de elevada salinidad. Por su
parte M. loti MAFF303099, que es mas sensible a NaCl que S. meliloti, y que sdlo
posee la ruta OtsAB, tampoco mostr6 un aumento de su osmotolerancia por
sobreexpresion de otsAB. Desconocemos si se incrementan también los niveles de
trehalosa citoplasmatica en M. loti MAFF303099, ya que no fue posible determinar la
trehalosa acumulada en medios de elevada salinidad. Tal vez el método utilizado es
insuficientemente sensible como para detectar pequefias variaciones en la trehalosa
intracelular en esta bacteria. Nuestros resultados contrastan con otros obtenidos en la
bacteria Rhizobium etli, en la que la sobreexpresion de la ruta OtsA parece aumentar
la acumulacion de trehalosa e incrementar la supervivencia de la bacteria bajo
condiciones de estrés salino en vida libre (Suarez et al., 2008). Ademas, plantas de
judia inoculadas con la cepa que sobreexpresaba otfsA bajo el control de un promotor
lac, mostraron también mayor tolerancia a sequia, asociada a un mayor numero de
nédulos y mayor contenido de trehalosa en los mismos, mayor actividad nitrogenasa y
biomasa aérea en comparacion con plantas inoculadas con la cepa silvestre. No
obstante, en este trabajo las aparentes mejoras provocadas por la sobreexpresion del
gen otsA solo fueron patentes bajo condiciones de estrés muy intenso (Suarez et al.,
2008), en las que se compararon la mayor o menor mortalidad de plantas y bacterias.
Particularmente para las bacterias en vida libre se determind la capacidad de
supervivencia de las distintas cepas y no tanto una mejora real del crecimiento, como
se intentod en el presente trabajo.

En resumen, no hemos podido constatar que el incremento de la capacidad de
sintesis y acumulacion de trehalosa por estas especies de rizobios, particularmente S.
meliloti, mediada por sobreexpresion de genes de varias rutas biosintética, conlleve
una mejora de la tolerancia a estrés. Ademas, no se ha ensayado la posibilidad de
cambios en la eficiencia de fijacion de nitrégeno y en el crecimiento de la planta, en
especial en condiciones de salinidad o sequia. No obstante, el manejo de vectores de
expresion tiene una serie de inconvenientes, como son su inestabilidad en ausencia de
presion selectiva, el a veces excesivo numero de copias génicas que proporcionan o la
posibilidad de transferencia genética horizontal, lo que los hacen sélo parcialmente
utiles en estudios de manipulacién genética. Desde un punto de vista de aplicacion
practica, seria mucho mas deseable, aunque también mas dificultosa, la incorporacion
estable de los genes de interés en el genoma de la bacteria, a fin de evitar los

mencionados inconvenientes.
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Por otro lado, la acumulacion de trehalosa intracelular se relaciona no solo con
su biosintesis, sino también con la presencia de actividades hidroliticas, como
trehalasas y otras enzimas capaces de hidrolizar la trehalosa.

En muchos organismos, el catabolismo de trehalosa proviene principalmente
por la via trehalasa (EC.2.1.28), enzima que cataliza la formacién de dos moléculas de
glucosa a partir de trehalosa (Horlacher et al., 1996; Elbein et al., 2003). Sin embargo,
también se han descrito otras enzimas para la hidrdlisis de trehalosa y trehalosa 6-
fosfato, como son la trehalosa fosforilasa, la trehalosa 6-fosfato fosforilasa y la
trehalosa 6-fosfato hidrolasa (Andersson et al., 2001; Belocopitow y Marechal, 1970;
Rimmele y Boos, 1994). La existencia de varias rutas de biosintesis de trehalosa es
una propiedad muy comun entre los rizobios. Aunque recientemente ha sido realizada
la caracterizacion genética de la biosintesis de este compuesto en las especies de S.
meliloti 1021 'y Mesorhizobium Iloti MAFF303099 (Dominguez-Ferreras, 2007;
Dominguez-Ferreras et al., 2009), apenas se ha descrito la existencia de trehalasa u
otras enzimas hidroliticas de trehalosa en estas bacterias. Si bien se ha puesto de
manifiesto la presencia de algunas de estas actividades hidroliticas en ciertas especies
de rizobios, tampoco se conoce su relevancia fisioldgica, ni han sido caracterizadas
genéticamente o asociadas a ningun gen (Salminen y Streeter, 1986; Hoelzle y
Streeter, 1989; Dardanelli et al., 2000).

Un andlisis del genoma de S. meliloti 1021 nos permitié identificar el gen
SMb20968, localizado en el plasmido simbidtico pSymB, que codifica para una
proteina con homologia de secuencia a trehalasas bacterianas, y que ademas posee
dominios funcionales tipicos de trehalasas y otras glucohidrolasas. En especial, tiene
similitud con la proteina TreF de E. coli (Horlacher et al., 1996).

Se ha determinado el perfil de expresion de SMb20968 de S. meliloti 1021 en
respuesta a un choque salino, desde fase exponencial hasta entrada en fase
estacionaria. Los datos de expresién revelaron una clara induccién del gen SMb20968
entre las 4 y 8 horas después de la adicion de sal. Estos resultados de expresion
génica estarian en consonancia con los de las trehalasas de E. coli (TreA y TreF),
cuya sintesis es inducida en condiciones de elevada osmolaridad (Horlacher et al.,
1996).

En los estudios sobre la capacidad de crecimiento en respuesta a diversos
tipos de estreses, se observé que un mutante en el gen SMb20968 de S. meliloti no
presentaba diferencias respecto a la cepa parental en ninguna de las condiciones
ensayadas, en medios con elevadas concentraciones de NaCl o sacarosa. Tampoco

hubo diferencias de crecimiento a temperaturas supradptimas, ni en medios con un pH
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acido. En estas condiciones, la pérdida de funcion de SMb20968 no parecid tener
ningun efecto en la osmotolerancia de la bacteria en vida libre.

Se sabe que la presencia en el medio de trehalosa en bajas concentraciones
es capaz de aliviar los efectos del estrés osmético, actuando como un eficiente
osmoprotector no acumulado en S. meliloti (Gouffi et al., 1999). Al mismo tiempo, se
ha descrito que mutantes en trehalasas de ciertos organismos no pueden crecer en
medios con trehalosa como Unica fuente de carbono, tanto en condiciones normales
como hiperosméticas (Boos et al., 1987; Nwaka et al., 1995). El mutante en el gen
SMb20968 mostré una capacidad de osmoadaptacion similar a la cepa silvestre
cuando se dispuso en el medio de pequefias cantidades de trehalosa. Tampoco hubo
diferencias significativas en el crecimiento de estas cepas en presencia o ausencia de
NaCl cuando se dispuso trehalosa en el medio como unica fuente de carbono. Estos
resultados estarian indicando que la trehalosa puede ser utilizada eficientemente como
fuente de carbono y energia por un mutante SMb20968" de S. meliloti 1021.

No obstante, la sobreexpresién del gen SMb20968 por células de S. meliloti
1021 cultivadas en medios salinos, provocé una reduccion de la cantidad de trehalosa
intracelular, resultado que seria esperable si SMb20968 codificase para una actividad
trehalasa o trehalosa hidrolasa. A pesar de que la cantidad de trehalosa acumulada
fue inferior a la de la cepa parental, esta diferencia no parecidé ser importante como
para afectar a la tolerancia de la bacteria a estrés salino.

Aunque hay muy pocos trabajos en bacterias Gram negativas y en especial en
Rhizobium relacionados con el catabolismo de la trehalosa, se pudo constatar la
existencia de actividad trehalasa en extractos de células de S. meliloti en fase
estacionaria, desarrollando los protocolos descritos por Horlacher (1996) y Dardanelli
(2000). Los datos de actividad observados en condiciones de elevada salinidad
respondieron a un patréon muy diferente del observado para la expresion del gen
SMb20968. Los niveles de actividad trehalasa se mantuvieron igual a lo largo de la
curva de crecimiento, tanto en presencia como en ausencia de NaCl. Asimismo, se
determin6 actividad trehalasa en un mutante SMb20968 de S. meliloti en estas
mismas condiciones y los resultados obtenidos indicaron que la inactividad del gen
SMb20968 no causa ningun tipo de cambio en los niveles de actividad trehalasa en S.
meliloti 1021, en las condiciones ensayadas. Tampoco, fue posible cuantificar las
variaciones en la acumulacion intracelular de trehalosa. Se trata de un dato que podria
aportar informacion relevante en estas cepas indicando la correlacion entre la actividad
catalitica y la concentracion del sustrato. Tal vez, la imposibilidad en la determinacion

de trehalosa se deba a que el método empleado tenga una sensibilidad muy baja.
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Por tanto, cabe la posibilidad de que la hidrolasa codificada por este gen no
sea una verdadera trehalasa o si lo fuera, podria no ser funcional o ser activa en
determinadas condiciones, diferentes a las utilizadas en este trabajo. En algunos
organismos, como por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, existen varias trehalasas
sujetas a diferentes tipos de regulacion (Nwaka y Holzer, 1998). En micobacterias, la
trehalasa es considerada una enzima esencial para estos organismos y la de M.
smegmatis, a diferencia de la de M. tuberculosis, requiere Mg y fosfato inorganico
para mantenerse activa (Carroll et al., 2007). Otra posibilidad es que en S. meliloti, el
gen SMb20968 esté osmorregulado transcripcionalmente, y que su producto o la
actividad del mismo, de ser una trehalasa, pudieran estar sujetos a otros procesos de
regulacién aun desconocidos.

Anteriormente se ha citado que muchos organismos tienen la capacidad de
acumular trehalosa a través de una o varias rutas de biosintesis y conjuntamente
utilizan varias enzimas hidrdliticas para el catabolismo de este disacarido. Por el
contrario, existen otros en los cuales se han detectado las rutas de sintesis OtsAB,
TreYZ y TreS pero no poseen ninguna actividad hidrolitica para trehalosa. Este es el
caso de bacterias como Corynebacterium glutamicum, Rhodobacter spharoides y
Propionibacterium freudenreichii (Makihara et al., 2005; Wolf et al., 2003)Wolf et al.,
2003; Makihara et al., 2005; Cardoso et al., 2007). Se trata de microorganismos de
diversas naturaleza y fisiologia en los que los autores proponen a la enzima TreS
como un sustituto de la trehalasa, que estaria encargada de degradar la trehalosa
intracelular en condiciones especiales para cada uno de los casos. En
Corynebacterium por ejemplo, la sintesis de trehalosa estd mediada principalmente
por la via TreYZ y sin embargo, los genes otsA y treS se inducen transcripcionalmente
tras un choque hiperosmético. Ademas, TreS actuaria como una trehalasa
hidrolizando la trehalosa sintetizada y reciclandola como fuente de carbono una vez
que ha pasado la situacion de estrés en la bacteria. Es posible que algo similar esté
ocurriendo también en S. meliloti, una bacteria que posee al menos 3 rutas diferentes
de biosintesis de trhalosa, en la que se ha observado que la via OtsAB es la mas
importante en condiciones de estrés y en la que no se sabe aun el papel que podria
desempenar TreS (Dominguez-Ferreras, 2007). Aunque en el genoma de este rizobio
existen anotados un gran conjunto de genes con dominios glicosil hidrolasa, hasta el
momento no se han detectado ni identificado proteinas con actividad trehalasa,
trehalasa fosforilasa, trehalosa 6-fosfato fosforilasa y/o trehalosa 6-fosfato hidrolasa.

Por tanto, en S. meliloti cabe la posibilidad de que esta enzima reversible TreS pueda
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tener el papel de una trehalasa, degradando trehalosa en vez de sintetizarla bajo
condiciones muy especificas.

Aunque se desconoce aun la funcion biolégica que podria desempenar la ruta
de degradacién de trehalosa en Rhizobium, trabajos recientes lograron identificar en S.
meliloti 1021 al menos dos rutas para el transporte y utilizacion de este disacarido
cuando es aportado exdgenamente (Jensen et al., 2005; Willis y Walker, 1999). Estos
autores describieron dos sistemas de transporte para disacaridos como sacarosa,
maltosa y trehalosa codificados por dos operones. De modo que uno de ellos, el
denominado thuEFGKAB, esta implicado en transportar trehalosa y maltosa
principalmente. Asimismo, estos autores sugieren que los genes thuAB codifican para
la mayor ruta de utilizacion de trehalosa en S. meliloti y mutantes en los genes thuA'y
thuB tienen disminuida su capacidad de crecimiento en medios con trehalosa como
fuente de carbono (Jensen et al., 2005). Teniendo en cuenta la localizacion en el
plasmido pSymB del gen SMb20968 asi como el analisis “in silico” de su entorno
genético, se puede apreciar que esta putativa hidrolasa se encuentra también
formando un operdn junto con genes que codifican para un sistema de transporte de
azUcares. Estas observaciones nos llevan a pensar a cerca de la existencia de un
tercer sistema de transporte especifico de disacaridos a-glicosidos en S. meliloti. Este
sistema lo formarian los genes SMb20969, SMb20970, SMb20971 y SMb20972 y
podria estar encargado también de transportar trehalosa exdgena. En este sistema el
gen SMb20968, de modo similar a lo que ocurre con los genes thuAB, podria
intervenir en el catabolismo del disacarido una vez incorporado por la bacteria.

Una mutacion del gen SMb20968 de S. meliloti 1021 no provoco un fenotipo
en adaptacion a estrés y tampoco tuvo un efecto significativo sobre la nodulacion y la
fijacion de nitrégeno en alfalfa. Este mutante formé un nimero de nédulos similar a la
cepa parental en simbiosis con alfalfa y desconocemos por tanto la implicacion del gen
en este proceso. No obstante, se sabe que mutantes de S. meliloti incapaces de
captar y utilizar trehalosa son menos competitivos en la colonizacion de raices de
alfalfa (Jensen et al.,, 2002 y 2005). Estos autores relacionan la acumulacién de
trehalosa con la disminucién de la capacidad para adaptarse a los distintos tipos de
estreses que la bacteria podria afrontar durante la colonizacion de la raiz y las

primeras etapas de la infeccion del nédulo.
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Anexo 1. Construccion de un mutante en el gen SMb20968 de S. meliloti 1021.

La obtencién del mutante en el gen SMb20968 se realizé a través del método
de doble recombinacién homéloga sobre el genoma de S. meliloti 1021. Para ello, a
partir de ADN gendmico de la cepa silvestre 1021, se amplificé un fragmento de 3,2 Kb
que contenia el gen SMb20968. Los oligonucleotidos que se emplearon fueron los
siguientes:
SMb20968f 5°-TGGCTTCGTTGGCACAGATA-3’

SMb20968r 5°- CCGTTCTACTGGACCTTCAT-3’

El amplificado resultante se clond en el vector pGEM®-T Easy formandose el
plasmido pGtreF (Figura 1.25a) de un tamano de 6,2 Kb. Posteriormente, pGtreF se
amplificd por una PCR inversa que origind una delecion del gen SMb20968 de 1,150
Kb. El producto que se obtuvo fue digerido con Smal y religado después para dar lugar
al plasmido pGtreFinv de un tamafo de 5 Kb (Figura 1.25b). Los olginonucleétidos

que se utilizaron en esta segunda PCR fueron los siguientes:

treFinv-F  5'-ttacccggg CGGTAGACATAATCGTAGCG-3’

Smal

treFinv-R  5’'-ttaccecggg TATCTCCTGTGGGATGGACT-3’

Smal

De esta forma, el gen SMb20968 presenta una delecion y dos sitios Smal
nuevos que fueron aprovechados para insertar un casette de resistencia a Sm/Spc.
Este casette se obtuvo a partir del vector pHP45QSm-Spc que fue digerido con Smal y
el fragmento resultante de 2 Kb fue purificado y después ligado a pGtreFinv dando
lugar al plasmido pGtreFSS de un tamafio de 7,2 Kb (Figura 1.25c). Este ultimo
plasmido se digiri6 con EcoRl, liberando un fragmento de 4,2 Kb que se purificd y se
clond en el vector suicida pSup202pol4, originando finalmente el plasmido pStreFSS
(con un tamafio de 10,9 Kb). Esta ultima construccion fue movilizada mediante una
conjugacion biparental desde la cepa donadora S17.1 de E. coli hasta la cepa
receptora 1021 de S. meliloti. Se seleccionaron aquellos transconjugantes que fueron
Sm/Spc resistentes y Tc sensibles, en los que teéricamente se produjo el intercambio

alélico como consecuencia de una doble recombinacion homéloga.
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1Kb
[a] pGtreF P
lacZ2 SMb20967 SMb20968 SMb20969 SMb20970

ScSc P _S)hB

Sc E Sc Sc
-
<«
D EEEEEEE 32Kb -------- .
[b] pGtreFinv
S
ScScP shpSe E  Se  —* Sc
<«
S
SeSeP shBSe E S¢S Se
T R R R,
“
«-1,15Kb-->
ScSc P shB Sc S8 Sc
“---- 22Kb----- >
[c] pGtreFSS SBH smspe  OF HBS
M- 2Kb----- >/
ScSc P ShB S¢S S’/ Sc
ScSc P shp Sc SBH smspe  OF HBS Se
T EET 42Kb ------------- .

Figura 1.25. Esquema de las distintas etapas para la construccion in vitro de una mutacién en
el gen SMb20968, a traves de la obtencion de los plasmidos pGtreF (a), pGtreFinv (b) y
pGtreFSS (c). Sc; Sacl, P; Pstl, Sh; Sphl, B;BamHI E; EcoRI, S; Smal, , H; Hindlll.
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Se verificd la eficacia de dicho intercambio alélico en un grupo de 9
transconjugantes, mediante hibridacion del DNA gendmico digerido con Sacl frente al
fragmento EcoRI de 2,2 Kb del plasmido pGTreFinv, previamente purificado y marcado
con digoxigenina (Figura 1.26a), el cual hibridd con 3 fragmentos Sacl del genoma de
S. meliloti 1021, dos de 1 Kb y un tercero de 1,96 Kb (Figuras 1.26b y 1.27). La
delecién y posterior insercion del casette Sm-Spc dentro del gen SMb20968 provoco
que el fragmento de ADN de 1,96 Kb pasara a tener un tamafo de 3,9 Kb,
simultdneamente a la pérdida de uno de los fragmentos de 1 Kb, en las cepas

mutantes (Figuras 1.26¢cy 1.27).

SMb20968

[a ] pGtreFinv i=< \ < J |< < \

“-o- 22Kb----- .
ScSc Sc Sc Sc
[b] 1021 t=< i< |
<--1Kb - -»4--1Kb -+ -~ 1,96 Kb - - - .
SeSc Sc Sc
—_ @ O
[<] 1021(SMb20968-) _1]:< <] — Sm-Spc ——-HTK <
(Y O 3,9Kb --------- - -
1Kb

Figura 1.26. Esquema de la construccién del mutante en el gen SMb20968 de S. meiloti 1021.
a; fragmento EcoRI (E) de 2,2,Kb procedente de pGtreFinv marcado y utilizado como sonda en
la hibridacion. b; fragmentos Sacl (Sc) tedricos que hibridan con la sonda en la cepa parental

1021. c; fragmentos Sacl que hibridarian con la sonda en la cepa mutante 1021 (SMb20968").
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Figura 1.27. Comprobacion de mutantes SMb20968" de S. meliloti mediante hibridacién del
ADN gendmico digerido con Sacl, usando como sonda la banda EcoRI de 2,2 Kb de pGtreFinv.
Se muestran los transconjucantes mutantes (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9) y un transconjugante no
mutante (1). w.t.; cepa silvestre de S. meliloti 1021. M; Marcador de peso molecular (DNA del
fago Lambda digerido con Hindll) marcado con digoxigenina.

Anexo 2. Construccion de los plasmidos pJBotsA/B, pJBotsA, pJBtreY, pJBtreF.

2.1. Construccion del plasmido pJBotsA/B que sobreexpresa el operdon otsAB de
M. loti MAFF303099.

Para la obtencion de esta construccién se amplificd un fragmento de 2,9 Kb a
partir de ADN gendmico de M. Jloti MAFF303099 que contenia los genes otsA
(mll0691) y otsB (mll0690). Los oligonucledétidos que se utilizaron para la reaccién de
amplificacion fueron los siguientes:

otsA/BMioti-exp-F  5'-ttaggatccACTTCCCGAATGAGGCTGGT-3"
BamHI

otsA/BMIoti-exp-R 5'-ttaaagcttGGACAGGTGAAATCCATGTG-3’
Hindll

El producto de PCR fue clonado en el vector pGEM®-T Easy dando lugar al
plasmido pGotsA/Bexp (Figura 1.28a). Después, el fragmento Hindlll/BamHI de 2,9
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Kb de pGotsA/Bexp fue clonado en el vector pJB3Tc19 (de 7 kb), llegando a obtener
finalmente la construccién pJBotsA/B (Figuras 1.28a y 1.28c). Por dultimo, la
construccion fue introducida en las cepas de M. loti MAFF303099 y S. meliloti 1021

mediante conjugacion biparental y utilizando la cepa S17.1 de E. coli como donadora.
2.2. Construccion de los plasmidos pJBotsA, pJBtreY y pJBtreS.

Los clones fueron construidos a partir de fragmentos amplificados del ADN
gendémico de S. meliloti 1021, que contenian los genes ofsA (SMa0233), treY
(SMb20574) y treS (SMb20099), respectivamente. El tamafio de cada uno de los
productos amplificados esta representado en la figura 1.28b y los oligonucleétidos que

se emplearon fueron los siguientes:

otsAexp-F  5'-ttatctagaATGTAGTCACTCTGGACACG-3’
Xbal

otsAexp-R  5'-ttaaagcttGCTGGTTTCCGACGAGGATA-3’
Hindlll

treYexp-F  5'-ttatctagaGACTAAAGGAACGCCATTCTA-3’
Xbal

treYexp-R 5°-ttaggatccATACCACGGGCACGGACATT -3°
BamHI

treSexp-F  5'-ttatctagaCGCTTCAACGACCTGATCTT -3°
Xbal

treSexp-R 5°-ttagaattcCGACTGATTGACGGTGATGA -3’
EcoRl

Los fragmentos resultantes de las reacciones de amplificacion fueron clonados
en el vector pGEM®-T Easy originando los plasmidos pGotsAexp, pGtreYexp y
pGtreSexp. El vector pJBotsA se obtuvo mediante la ligacion del fragmento
Hindlll/Xbal de 2,38 Kb procedente de pGotsAexp con el vector pJBTc19 (Figura
1.28b1). pJBtreY fue construido a través de la ligacion del fragmento Xbal/BamHI de
3,2 Kb procedente de pGtreYexp (Figura 1.28b2). Finalmente, el plasmido pJBtreS se
origind a partir de la digestion Xbal/EcoRI de pGtreSexp y fragmento resultante (de 2,4
Kb) fue clonado en pJB3Tc19 (Figura 1.28b3).

Todos los plasmidos fueron movilizados a la cepa 1021 de S. meliloti de igual
forma que pJBotsA/B. En la figura 4b se muestra la representacion esquematica de las

regiones génicas que fueron clonadas en los vectores pGEM®-T Easy y pJB3Tc19.
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[al M. Ioti MAFF303099
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Figura 1.28. Representacion esquematica de la construccion de los plasmidos pJBotsA/B (a),
pJBotsA (b1), pJBtreY (b2) y pJBtreS (b3). Mapa fisico del vector de clonacion pJB3Tc19 (c).

Se muestra el sitio de clonacion multiple (MCS V) situado aguas abajo del promotor /ac. N;
Notl, SI; Sall, E; EcoRl, , K; Kpnl, B; BamHI, H; Hindlll, S; Smal, P; Pstl, X; Xbal, Xh; Xhol, EV,
EcoRV.
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2.3. Construccion del plasmido pJBtreF que sobreexpresa el gen SMb20968 de
S. meliloti 1021.

La construccion del plasmido pJBtreF se realizé a partir del plasmido pGtreF, el
cual esta constituido por el vector pGEM®-T Easy y un inserto amplificado de 3,2 Kb
que contiene el gen SMb20968 (Figura 1.29a). Para obtener el gen SMb20968
clonado en el vector pJB3Tc19, se llevaron a cabo dos digestiones en pGtreF. La
primera fue con la enzima BamHI que linearizd el plasmido de 6,2 Kb. Después,
aprovechando Sphl del sitio de clonacion multiple del vector, se hizo una segunda
digestion que dio lugar a un inserto de 2,9 Kb que posteriormente se ligé al vector
pJB3Tc19 digerido con Sphl y BamHlI, originando finalmente el plasmido pJBtreF de
9,9 Kb (Figura 1.29b).

Del mismo modo que los clones anteriores, pJBtreF fue introducido en la cepa
1021 de S. meliloti mediante una conjugacién biparental empleando la cepa S17.1 de

E. coli como donadora.
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1Kb

P
E' «— 32Kb —
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t=< < SMb20968 <

pGtreF
(6,26 Kb)
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Figura 1.29. Mapa de los plasmidos pGtreF y pJBtreF. V Sitio de clonacién multiple. B; BamHl,
Sh; Sphl, Sc; Sacl, P; Pstl.
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Capitulo 2. IMPLICACION DEL PLASMIDO pSymB DE Sinorhizobium meliloti EN
OSMOADAPTACION: IDENTIFICACION DE NUEVOS GENES IMPORTANTES
PARA TOLERANCIA A ESTRES.

1. VERIFICACION DE LA INDUCIBILIDAD POR CHOQUE OSMOTICO DE GENES
OSMORREGULADOS EN S. meliloti 1021.

Estd ampliamente aceptado que los datos de expresién génica derivados de
experimentos de microarrays deben ser considerados como tentativos hasta que
puedan ser verificados por otras técnicas. Este estudio se inicié con la verificacion de
los niveles de induccion por estrés de algunos genes de S. meliloti 1021 que
aparecieron como osmorregulados en experimentos de microarrays (Dominguez-
Ferreras et al., 2006). En dicho trabajo, de los 1003 genes que aparecieron
diferencialmente expresados, se identificaron 444 genes como inducidos y 539 como
reprimidos. Del conjunto de genes inducidos se hizo una primera seleccién con
aquellos que aparecieron osmorregulados en todas las variables experimentales
ensayadas, llegandose a obtener un grupo de 157 genes, de los cuales 135 (el 86%)
codificaban proteinas de funcién desconocida o hipotética. A partir de la anotacién de

la secuencia del genoma de S. meliloti  (http://bioninfo.genopole-

tolouse.prd.fr/annotation/iANT/bacteria/rhime/index.html), se agruparon los genes

atendiendo a su posible funcién: genes que codificaran para proteinas con homologia
global o parcial con proteinas relacionadas con respuesta a estrés en otros
organismos, genes que codificaban proteinas con supuesta actividad enzimatica,
reguladores transcripicionales, proteinas de secrecion o asociadas a membrana.
Finalmente, se selecciond un grupo de 16 genes (Tabla 2.1) para verificar su
regulacion por choque osmético y utilizar los datos de expresion diferencial como dato
relevante para decidir su posterior caracterizacion. 14 de estos genes habian mostrado
expresion incrementada tras un choque osmdético, mientras que SMb20651 y
SMc02163 fueron genes aparentemente reprimidos y que ademas eran de interés para
otros trabajos llevados a cabo en nuestro grupo. Los genes SMb20345 y SMb21044, si
bien no aparecieron como diferencialmente expresados en microarrays, fueron
seleccionados por tener una posible vinculacion funcional o genética con otros genes
que si habian aparecido como osmorregulados.
La determinacién de los cambios de expresion génica fue llevada a cabo mediante la
técnica de RT-PCR en tiempo real, a partir de cultivos de S. meliloti 1021 en fase

exponencial (a una DOgoonm de 0,4), sometidos a un choque salino (400 mM NacCl). La
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expresion relativa de cada gen se normalizé con la del gen codificante para el ARNr
16S (SMc03224) de S. meliloti, que fue el gen de referencia utilizado en esta técnica,

ya que su expresion no varia durante la fase exponencial de crecimiento de la bacteria

Tabla 2.1. Genes seleccionados para verificar su expresion diferencial por choque osmoético

mediante PCR cuantitativa.

Gen ID (Anotacién)  Descripcion de la proteina M
SMa0233 (otsA) Trehalose-6-phosphate synthase 4,59
SMb21484 (rpoE5) PL_Jtatwe RNA polymerase sigma-E factor 3.91
(sigma-24)
SMb20249 (ino7) Conserved hypothetical protein; Myo-inositol-1- 7.20
phosphate synthase
SMb20094 Putative phospholipase D 4,96
SMb20345 Transmembrane efflux protein; Acr-B -
SMb20346 Transmembrane efflux protein; Acr-A 3,42
SMb20347 Transcriptional regulador; Acr-R 3,30
SMb21406 Conserved hypothetical protein; Ku-like protein 2,41
SMb21407 Conserved hypothetical protein; Ku-like protein 2,33
SMb20651 Hypothetical protein; Acyl carrier protein -1,73
SMb21448 Putative DNA polymerase related protein 2,94
SMb20537 Transcriptional regulator 4,24
SMb20522 Hypothetical protein 3,11
SMc00885 Hypo_thet|cal transmembrane signal peptide 234
protein
SMb21044 Putative ATP-dependent DNA ligase B
SMc02163 (pgi) Glucose-6-phosphate isomerase -2,46

M; Log, del valor de expresion diferencial derivado de los experimentos de microarrays
(Dominguez-Ferreras et al., 2006).

Los datos mostrados en la Tabla 2.2 corresponden a la expresion relativa de
cada gen a los 60 minutos después de la adicién de sal, respecto a cultivos control en

medio minimo sin NaCl afiadido.
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Tabla 2.2. Cuantificacion por RT-PCR de la expresion diferencial de un grupo de genes de S.

meliloti 1021 tras un choque salino.

Datos de RT-PCRq Microarray

Gene ID *Ratio (n=2) SD Tipo de cambio (M)
SMa0233 (otsA) 17,67 6,59 Induccién 4,59
SMb21484 (rpoE5) - - Induccién 3,91
SMb20249 (inoT) - - Induccion 7,20
SMb20094 - - ND 4,96
SMb20345 5,94 3,16 Induccion -
SMb20346 - - ND 3,42
SMb20347 3,74 2,2 Induccion 3,30
SMb21406 - - Induccion 2,41
SMb21407 - ND 2,33
SMb20651 1,53 0,89 Sin cambio -1,73
SMb21448 1,61 0,47 Induccion 2,94
SMb20537 18,74 5,45 Induccion 4,24
SMb20522 - - ND 3,11
SMc00885 - - ND 2,34
SMb21044 5,87 3,43 Induccion :
SMc02163 (pgi) 0,346 0,093 Represion -2,46

a; Ratio;n=2 Media de al menos dos réplicas técnicas de PCR y de al menos dos muestras de

ARN independientes. SD; Desviacion estandar. ND; No detectable.

Los genes que mostraron cambios en su expresion tras un choque salino
fueron otsA, rpoE5, SMb20249 (ino1), SMb20345, SMb20347, SMb21406, SMb21044,
SMb21448, SMb20537, SMb20651 y SMc02163.

Se cuantifico la expresion del gen SMb20345 que junto a SMb20346 y
SMb20347 podrian formar parte de un operén osmoticamente inducible. Aunque se
consiguid determinar la inducibilidad de SMb20345 y SMb20347 en respuesta a un
choque salino, el ARNm del gen SMb20346 no pudo ser detectado ni en las
condiciones control ni en condiciones de salinidad. Lo mismo ocurrié con el gen
SMb21407, cuyo producto de amplificacion tampoco fue detectado en ninguna de las

condiciones, a pesar de que forma un posible operon con SMb21406, cuya
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inducibilidad por estrés salino si pudo ser verificada (aunque no pudo ser cuantificada).
Por su parte, SMb20094 no mostré expresion en ninguna de las dos condiciones, a
pesar de que su expresion aparecia fuertemente incrementada en los experimentos de
microarrays.

Los genes rpoE5 y SMb20249 aparecieron expresados en estas condiciones
de salinidad, pero no pudo cuantificarse su expresioén relativa porque los niveles de
transcrito en condiciones control (medio minimo sin NaCl) no fueron lo suficientemente
altos como para que pudieran detectarse en la reaccién de amplificacion.

Se cuantifico también la expresién de SMb21044, que a pesar de no haber
aparecido como osmorregulado en los experimentos de microarrays, podria formar
parte de un sistema de reparacién de ADN de cadena doble por recombinacién no
homdloga (NHEJ), junto con los genes SMb21406 y SMb21407. Esta ruta de
reparacion de ADN ha sido descrita recientemente en S. meliloti (Kobayashi et al.,
2007). Aunque SMb21406 y SMb21407 forman un operdn, solamente pudo verificarse
la inducibilidad por choque salino de SMb21406. De modo semejante a lo ocurrido con
los genes rpoE5 y SMb20249, los niveles de transcrito en las condiciones control
fueron insuficientes, por lo que no pudo cuantificarse su expresion diferencial.

Por otro lado, se estudiaron los genes SMb20651 y SMc02163 que aparecieron
osmoticamente inhibidos (Dominguez-Ferreras et al., 2006) y se confirmd la represion
a través de esta técnica cuantitativa. En el caso del gen SMb20651, aunque su perfil
de expresién no fue igual al observado en experimentos de microarrays, si se observo
que su expresion se reduce poco tiempo después de la aplicacion del choque salino
(Tabla 2.2, Figura 2.1).

N
()]
1

Expresion Relativa
p ‘-_\
o o - [3;] N
|
|

Tiempo (horas)

Figura 2.1. Perfil de expresion del gen SMb20651 de S. meliloti 1021 tras un choque salino
con 400 mM de NaCl en MM. Cada dato es la media de al menos 2 réplicas biologicas

independientes y las barras asociadas representan el error estandar.
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Por tanto, la técnica de RT-PCR permitié verficar que un choque osmatico
provoca cambios en la expresion del 64% de los genes seleccionados a partir del

analisis transcriptémico de S. meliloti 1021 (Dominguez-Ferreras., 2006).

2. PAPEL DE LOS GENES SMb20249 y rpoE5 EN RESPUESTA A ESTRES
SALINO.

Entre los genes osmorregulados, se observé la elevada induccion y expresion
del gen SMb20249 tras la adicion de altas concentraciones de NaCl. Este gen codifica
una hipotética proteina similar en tamafio y secuencia aminoacidica a mio-inositol-1-
fosfato sintasas (MIPS) de bacterias. Asimismo se observé una elevada induccién de
SMb21484, que codifica para un factor de transcripcion of (RpoE5) de funcién
extracitoplasmica (ECF), que se caracteriza por regular la expresion de genes en
respuesta a estimulos detectados a nivel de la envoltura celular. Dada la alta
inducibilidad por choque osmdtico y su posible papel en respuesta a estrés, ambos

genes fueron sujetos a un estudio genético mas detallado.

2.1. CARACTERIZACION GENETICA DEL GEN SMb20249 (ino1) DE S. meliloti
1021.

El gen SMb20249 se encuentra localizado en el plasmido pSymB y codifica una
proteina de 367 aminoacidos, anotada como una hipotética proteina muy similar en
tamafo y secuencia a mio-inositol-1-fosfato sintasas de bacterias.

El inositol es un poliol que se considera un metabolito esencial en muchos
organismos eucariotas, aunque raramente ha sido identificado en procariotas. Entre
los organismos en los que se han identificado el inositol y sus derivados, destacan
algunas arqueobacterias, bacterias termdfilas e hipertermdfilas y bacterias gram
positivas de los géneros Streptomyces, Corynebacterium y Mycobacterium. Este
compuesto actua como precursor de importantes metabolitos celulares implicados en
diversas funciones celulares, como es la proteccion frente a estreses de tipo osmético,
térmico u oxidativo, mantenimiento del balance redox, biogénesis de membranas y
regulacion del crecimiento. Se ha descrito que también actia como mensajero
secundario en rutas de transduccion de sefales en organismos eucariotas (Culbertson
y Henry, 1975; Majumder et al., 2003).

La biosintesis del inositol ocurre en dos pasos (Figura Il.2): el primero consiste
en la conversion de glucosa 6-fosfato a 1-L-mio-inositol-1-fosfato, reaccion catalizada

por la 1-L-mio-inositol-1-fosfato sintasa (MIPS, EC 5.5.1.4) que implica tres reacciones
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consecutivas; una oxidacion, una ciclacion alddlica intramolecular y finalmente una
reduccion (dependiente de NAD) hasta dar lugar a la molécula 1-L-mio-inositol-1-
fosfato. El segundo paso consiste en una defosforilacion para formar finalmente el
inositol a través de la 1-L-mio-inositol-1-fosfato fosfatasa (MIPP, EC 3.1.3.25) (Chen y
Charalampous, 1964; Chen y Charalampous, 1965; Majumder et al., 1997).

0,P0
O\ oH OH
®) _
OH e 5 —
H CH
glucosa-6-P mio-inositol-1-P inositol

Figura 2.2. Ruta de sintesis del inositol.
a; Reaccidn catalizada por MIPS. b; Reaccion catalizada por MIPP.
(Martin et al., 1999).

El gen que codifica para MIPS se ha denominado INO1 (ino? en procariotas) y
el primer organismo en el que se identificd, cloné y determind su secuencia
nucleotidica fue Saccharomyces cerevisiae, en el que resulta ser esencial en ausencia
de inositol exégeno (Culbertson y Henry, 1975). También se desmostré recientemente
que el gen ino1 puede ser esencial para el crecimiento y virulencia de bacterias como
M. turberculosis (Movahedzadeh et al., 2004).

Cerca de 60 genes INO1 (ino7) han sido identificados tanto en procariotas
como eucariotas. Si se analizan las secuencias protéicas de MIPS, se observa que en
organismos eucariotas es considerada una proteina altamente conservada, mientras
que en procariotas, las MIPS pueden ser muy divergentes entre si (Majumder et al.,
2003). La MIPS de arqueas como Archaeglobus fulgidus es una aldolasa de tipo Il que
requiere iones divalentes como Zn* y Mn*, mientras que la MIPS de algunos
eucariotas como S. cerevisiae necesitan iones monovalentes de tipo NH4*. Su
inhibidor catalitico es el 2-deoxi-glucitol-6-fosfato (dgtoP), un compuesto que adquiere
gran importancia durante el proceso de cristalizacion de la enzima (Stein y Geiger,
2002).

La acumulacién de solutos compatibles es un requisito fundamental para el

ajuste osmotico de todos los microorganismos. Las bacterias terméfilas e
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hipertermdfilas, asi como muchas arqueas que viven en ambientes extremos,
mayoritariamente acumulan compuestos organicos inusuales (Santos y da Costa,
2002). Entre estos solutos compatibles destacan el di-mio-inositol fosfato, di-glicerol
fosfato, manosilglicerato y el manosilgliceramido. A diferencia de los organismos
mesofilos, muchas de las rutas que llevan a la acumulacion de estos compuestos en
situaciones de estrés (bien por sintesis “de novo” o por transporte desde el medio
externo) son desconocidas. Ademas, se consideran Unicos y exclusivos y su papel
principal se basa en proteger a la celula de la desnaturalizacion térmica de
macromoléculas (Roberts, 2000).

En arqueas como Mehanococcus igneus, Pyrococcus woisei, Pyrococcus
furiosus y algunas eubacterias como Themotoga maritima existe gran acumulacion
intracelular de di-mio-inositol-1-1'-fosfato (DIP) por sintesis de novo como
consecuencia de un choque hiperosmético (con NaCl) y a temperaturas supradptimas.
Este soluto de bajo peso molecular tiene una funcién asociada a la termoproteccion y
la primera enzima que interviene en su ruta biosintética es la MIPS (Martins y Santos,
1995; Martins et al., 1997).

2.1.1. Analisis “in silico” del gen SMb20249 implicado en la sintesis del inositol y

compuestos derivados en S. meliloti 1021.

La proteina codificada por este gen de S. meliloti presenta una identidad del
60-70% con la secuencia de MIPS de bacterias de los géneros Chloroflexus y
Roseiflexus, con Methylobacterium nodulans ORS 2060 y bacterias gram positivas de
los géneros Corynebacterium, Mycobacterium y Streptomyces (Tabla 2.3). A partir de
ahora, denominaremos al gen SMb20249 como ino1 debido a la elevada similitud que
presenta la secuencia aminoacidica de su producto con enzimas MIPS de bacterias.
Existen también posibles ortélogos de ino1 en algunos rizobios como S. medicae
WSM419, Rhizobium etli CFN42, Mesorhizobium sp. BNC1 y Bradyrhizobium sp.
ORS278. En algunos casos como R. etli CFN42, existe ademas una conservacion del
entorno génico de SMb20249 (Figura 2.3). Por otro lado, en el genoma de S. meliloti no
parecen existir otras posibles proteinas con homologia a MIPS. Sin embargo, en el
genoma de esta bacteria han sido anotadas 8 posibles inositol fosfato fosfatasas, 4

localizadas en el cromosoma y las otras 4 en el plasmido pSymB.
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Tabla 2.3. Comparacion de la secuencia del producto de SMb20249 de S. meliloti 1021

con proteinas de otras bacterias.

Organismo Anotacioén del gen Ta;ranaa;go Identidad
Sinorhizobium meliloti 1021 SMb20249 367 100 %
S. medicae WSM419 Smed_3883 367 96 %
R. etli CFN 42 RHE_CHO02739 367 79 %
Mesorhizobium sp. BNC1 Meso_2694 571 73 %
Ifggj;ﬂexus castenholzii DSM Rcas_1160 356 70 %
Chloroflexus aggregans DSM 9485  CaggDRAFT_3636 361 69 %
Roseiflexus sp. RS-1 RoseRS_0382 356 70 %
Chloroflexus aurantiacus J-10-fl Caur_1572 361 69 %
%eégylobacterium nodulans ORS MnodDRAFT 5570 362 729,
Bradyrhizobium sp. ORS278 BRADO2076 371 72 %
Corynebacterium efficiens YS CE2831 359 66 %
Mycobacterium gilvum PYR-GCK MAV_0067 362 63 %
Streptomyces hygroscopicus ino1 363 64 %

* Tamario de la secuencia aminoacidica (aa) correspondiente a cada proteina.

SMb20248 SMb20249 SMb20250 SMb20251 SMb20252
A) - —ﬁ —_ —

RHE_CH02740
| RHE_CH02741

SMb20253

RHE_CHO02738 RHE_CH02739

RHE_CH02742
B) - —ﬁ —

RHE_CH02743

1Kb

Figura 2.3. Representacién de la region genética de ino7 en rizobios. A; Sinorhizobium meliloti
1021, B; Rhizobium etli CFN 42.

Con estos antecedentes, se planteé investigar el papel de ino1 en la
adaptacion a estrés de S. meliloti 1021, para lo que se procedié inicialmente a la
obtencion de un mutante en dicho gen. El proceso para la obtencion de este mutante

(inoT") esta descrito en el anexo 1 de este capitulo.
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2.1.2. Capacidad de adaptacion a estrés osmotico y térmico en vida libre de un

mutante ino7 de S. meliloti 1021.

Estudios anteriores en nuestro laboratorio con S. meliloti 1021 permitieron
establecer las concentraciones adecuadas de NaCl y sacarosa (tanto en medio rico TY
como medio minimo MM) para estudiar el crecimiento y la capacidad de
osmoadaptacion de los mutantes derivados de esta cepa.

Se llevaron a cabo curvas de crecimiento del mutante ino7 en medio minimo
adicionado de 300 mM o 400 mM de NaCl y 700 mM de sacarosa desde el inicio del
cultivo. Estas curvas se realizaron en tubos de 3 ml inoculados con 10’- 5x10” ufc y se
estudio el crecimiento midiendo la DOggonm durante 40-70 horas (Figura 2.4).

Por otro lado, se hicieron curvas de choque salino, mediante la adicion de distintas
concentraciones de NaCl cuando los cultivos habian alcanzado una DOggonm de 0,4
(Figura 2.5). Ademas, se estudié el crecimiento del mutante ino1 a temperatura
supraoptima (37°C; Figura 2.6). En todos los casos y como referencia, se realizaron

cultivos paralelos de la cepa silvestre S. meliloti 1021 en las mismas condiciones.
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Figura 2.4. Curvas de crecimiento de un mutante ino? de S. meliloti en MM adicionado de 700

mM de sacarosa, 300 mM y 400 mM de NaCl desde el inicio del cultivo. En cada gréfica se

incluye como control el crecimiento de S. meliloti 1021.
mutante ino7 no presentd

Como puede observarse el crecimiento del
diferencias siginificativas con respecto a la cepa parental en ninguna de las

condiciones ensayadas. Estos resultados sugieren que este gen no es necesario para

la adaptacion de S. meliloti a estrés osmético y térmico.
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Figura 2.5. Curvas de crecimiento de un mutante en el gen ino1 de S. melilloti 1021 tras un
choque salino en medio minimo (MM). Se adicioné NaCl durante la fase logaritmica (en el

punto indicado por la flecha). En cada grafica se incluye también la curva correspondiente a la

cepa silvestre S. meliloti 1021.
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Figura 2.6. Curvas de crecimiento de un mutante ino7 de S. meliloti 1021 en MM y a
temperatura supradptima (37°C). Crecimiento a 37°C a partir del punto indicado por la flecha.

En cada grafica se incluye como control el crecimiento de S. meliloti 1021.
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2.1.3. Importancia del gen ino71 de S. meliloti 1021 en la simbiosis con Medicago

sativa (alfalfa).

Se determind la infectividad de un mutante ino71 de S. meliloti en raices de
alfalfa. El mutante ino7 mostré una capacidad de nodulacion similar a la cepa silvestre
(Figura 2.7). Por su apariencia y la de la parte aérea de las plantas, dichos nédulos se

pueden considerar normales en su desarrollo y funcionalidad.

] T/ —— 1021
| &= 1021 (inot-)

Noédulos/planta

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

o =2 N W A OO N 0 O
1

Tiempo (dias)

Figura 2.7. Cinética de nodulacién del mutante ino7 en raices de Medicado sativa, en
comparacion con la cepa parental S. meliloti 1021. Cada punto es la media de 24 plantas y las

barras asociadas corresponden al error estandar.

2.2. CARACTERIZACION GENETICA DEL GEN rpoE5 DE S. meliloti 1021.

2.2.1. Analisis “in silico” del gen rpoE5 de S. meliloti 1021.

La secuencia del genoma de S. meliloti 1021, segun la base de datos de la

pagina http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/annotation/iANT/bacteria/rhime/, revela la

presencia de 14 genes que codifican posibles factores sigma de la ARN polimerasa.
Entre estos, aparecen anotadas 6 copias del gen rpoE, ademas de tres genes que
podrian codificar 3 factores sigma de funcién extracitoplasmica adicionales (ECF). 4 de
las copias rpoE, rpoE1, rpoE2, rooE3 y rpoE4, se localizan en el cromosoma y las
otras 2, rpoE6 y rpoE5, se encuentran en los plasmidos pSymA y pSymB,
respectivamente (Figura 2.8). En los experimentos de microarrays realizados en S.

meliloti (Dominguez-Ferreras et al., 2006) se observé la induccién de rpoE2 'y rpoES5 y
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la represion del gen rpoE4 tras un choque salino. Debido a la temprana induccion del
gen rpoE5 tras un choque osmatico, resultaba plausible que la proteina codificada por
este gen estuviese implicada en la regulacion de la respuesta a estrés general.

El gen rpoE5 codifica una proteina de 173 aminoacidos que presenta
homologias del 52%, 46% y 48% con proteinas de Rhodobacter sphaeroides
(RSP_2681), Bradyrhizobium japonicum (blr7797) y M. loti (mll3697), respectivamente.

Como ocurre en S. meliloti, algunas especies de rizobios poseen también
varias copias del gen rpoE. Tal es el caso de M. loti, R. etli, R. legquminosarum y A.
tumefaciens que junto con otras a-proteobacterias contienen anotados en sus
genomas multiples copias del gen que codifica para el factor sigma de funcion

extracitoplasmica.

1 Kb
f 1 SMc01418 rpoE1 SMc01420 SMc01421
peptido factor anti-sigma proteina
sefal transmembrana hipotética
SMc01517 rpoE2 01505 SMc01504
histidin- proteina regulador de
quinasa hipotética dos componentes
SMc02712 rpoE3 SMc02714
................... __ﬁ - mrmrm e
fosfodiesterasa factor anti-sigma
SMc04050  rpoE4 SMc04052
factor anti-sigma regulador
transmembrana transcripcional
SMb21483 21686 rpoE5 21687 SMb21485
proteinas hipotéticas proteinas hipotéticas
SMa0142 rpoE6 SMa0144
- ——ﬁ ---------------- -
posible serin-proteasa factor anti-sigma transmembrana

Figura 2.8. Esquema de la localizacidon de genes rpoE en el genoma de S. meliloti 1021. En la
parte superior de las flechas esta sefialada la anotacion de cada gen, mientras que en la parte
inferior se muestra la posible proteina codificada por cada uno de ellos, segun la anotacion del
genoma de S. meliloti 1021 (http://bicinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/annotation/iANT/bacteria/rhime/).
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2.2.2. Capacidad de adaptacion a estrés osmoético y térmico de un mutante rpoE5

de S. meliloti 1021.
Para estudiar la capacidad de crecimiento del mutante rpoE5 de S. meliloti
1021, se realizaron curvas en medios con distintas concentraciones de NaCl y a

temperaturas diferentes de la misma manera que para el estudio del mutante en el gen

ino1 (Figuras 2.9, 2.10y 2.11).
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Figura 2.9. Curvas de crecimiento de un mutante rpoE5 de S. meliloti en MM adicionado de
300 mM y 400 mM de NaCl desde el inicio del cultivo. En cada grafica se incluye como control

el crecimiento de S. meliloti 1021.

Como puede observarse, no se encontraron diferencias significativas en el

crecimiento del mutante rpoE5 con respecto a su cepa parental en ninguna de las
condiciones ensayadas. Estos resultados indicaban que este gen no es necesario para

la adaptacion de S. meliloti a estrés osmoético y térmico.
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Figura 2.10. Curvas de crecimiento de un mutante en el gen rpoE5 de S. melilloti 1021 tras un
choque salino en medio minimo (MM). Se adicioné NaCl durante la fase logaritmica (en el

momento indicado por la flecha). En cada grafica se incluye como control el crecimiento de S.

meliloti 1021.
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Figura 2.11. Curvas de crecimiento de un mutante rpoE5 de S. meliloti 1021 a 30°C y a

temperatura supradptima (37°C) a partir del momento indicado por la flecha. En cada grafica se

incluye como control el crecimiento de S. meliloti 1021.
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2.2.3. Importancia del gen rpoE5 DE S. meliloti 1021 en la simbiosis con

Medicago sativa.

Como se ha descrito en el apartado anterior, una mutacién en el gen rpoE5 de
S. meliloti 1021 no alteraba la capacidad de adaptacién de la bacteria en condiciones
de estrés osmdético y térmico. Aunque no se vié ninguna diferencia en vida libre, se
realizé una cinética de nodulacion con este mutante para determinar si rpoES podia
estar directamente implicado en la simbiosis con plantas de alfalfa. Como semuestra
en la figura 2.12, los ensayos de infectividad no mostraron diferencias significativas

entre el mutante rpoES y la cepa parental S. meliloti 1021.

—— 1021
1021 (rpoE5-)
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o
e
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Figura 2.12. Cinética de nodulaciéon del mutante rpoES5 en raices de Medicado sativa. Se
incluye como control la cinética de nodulacién de S. meliloti 1021. Cada punto es la media de

24 plantas y las barras asociadas corresponden al error estandar.

3. IMPLICACION DE LOS PLASMIDOS SIMBIOTICOS DE S. meliloti EN
TOLERANCIA A ESTRES OSMOTICO.

Como evidenciaron los estudios de los genes ino1 y rpoES5, la inducibilidad por
estrés osmotico de un gen no es per sé un dato que garantice su papel activo en el
proceso osmoadaptativo de la bacteria. Se hacia por tanto necesario encontrar
evidencias adicionales para abordar con ciertas garantias de éxito los estudios

genéticos dirigidos a la identificacion de nuevos genes de osmoadaptacion en esta
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bacteria. En este sentido, se valoraron otros datos surgidos del estudio transcriptomico
realizado por Dominguez-Ferreras y colaboradores (2006).

Cuando se analizé la distribucion por replicones de los genes osmorregulados
en dicho estudio, se observé la existencia de un sesgo bastante llamativo: la mayoria
de los genes reprimidos (un 85%) aparecieron localizados en el cromosoma, mientras
que la mayoria (64%) de los genes inducidos se localizaban en alguno de los
plasmidos simbidticos (pSyms) y de forma muy significativa en el plasmido pSymB
(Dominguez-Ferreras et al., 2006; Figura 2.13). En este plasmido se identificaron un
total de 270 genes osmorregulados, el 83 % de los cuales estaban aparentemente
inducidos. Estos resultados indicaban que en los plasmidos simbidticos, y
particularmente en el pSymB, podrian acumularse una serie de genes potencialmente
importantes para la osmoadaptacion de esta bacteria. Por ello, se decidi6é realizar un
estudio genético dirigido a determinar la importancia de estos plasmidos simbi6ticos

para la capacidad osmoadaptativa de S. meliloti 1021.

GENES INHIBIDOS GENES INDUCIDOS

| PSYmA

0 pSymB
[ Cromosoma

Figura 2.13. Distribucion en replicones (pSymA, pSymB y cromosoma) de genes

osmorregulados de S. meliloti 1021. Figura modificada de Dominguez-Ferreras et al., 2006.

3.1. CAPACIDAD DE OSMOADAPTACION EN VIDA LIBRE DE UNA CEPA DE S.
meliloti CURADA DEL PLASMIDO pSymaA.

Para conocer la importancia del plasmido pSymA de S. meliloti en la tolerancia
a estrés, se estudio la capacidad de crecimiento de la cepa A818, curada del plasmido
pSymA (Oresnik et al., 2000), en medio minimo (MM) y medio rico (TY) adicionado de
distintas concentraciones de NaCl y sacarosa. Se realizaron curvas de crecimiento en
tubos de 3 ml de cultivo que se inocularon con 5x107 ufc. A continuacion, se midio el

crecimiento en funcion de la DOggonm durante 35-50 horas (Figura 2.14).
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Figura 2.14. Curvas de crecimiento de la cepa A818 de S. meliloti en MM (A) y en TY (B)

adicionados de distintas concentraciones de NaCl y sacarosa desde el inicio del cultivo. Se

incluyen como referencia las curvas de MM y TY sin NaCl afiadido.

Los resultados mostraron un retraso notable en el crecimiento en MM de la
cepa A818 con respecto a la cepa silvestre 1021. Por tanto, no pudo determinarse si
pSymA esta implicado en la capacidad de osmoadaptacion de la bacteria en este
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medio de crecimiento. Por otro lado, no hubo diferencias significativas en el
crecimiento en medio TY en ninguna de las condiciones ensayadas. Estos datos
sugieren que el plasmido pSymA no es importante para la adaptacién de S. meliloti a

estrés osmotico.

3.2. IMPORTANCIA DEL pSymB PARA LA OSMOADAPTACION DE S. meliloti
1021.

Al contrario que pSymA, el plasmido pSymB (1,68 Mb) de S. meliloti es
esencial para esta bacteria, por lo que no es posible obtener cepas carentes del
mismo. No obstante, fue posible obtener cepas que, sin estar curadas de este
plasmido, poseen versiones delecionadas del mismo. Asi, para este estudio inicial se
hizo uso de una coleccion de mutantes derivados de 1021, cada una de las cuales
tenia delecionada una region diferente del pSymB (Charles y Finan, 1991).

Se seleccionaron un total de 11 cepas de forma que la suma de las deleciones
de cada una de ellas cubrierse el plasmido entero (Figura 2.15) y se estudio la
capacidad de crecimiento de cada una de estas cepas en medios con alta osmolaridad
(NaCl y sacarosa).

La capacidad de crecimiento de cada cepa se determind mediante la obtencion
de las correspondientes curvas de crecimiento en MM o TY, en ausencia y presencia

de altas concentraciones de sal o sacarosa.
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Rm5378
Rm5408
RmF117
RmF638

AG506

RmF666
RmF680
RmF693
RmF728
RmF909
RmG506
RmF514

Figura 2.15. Representacion de diferentes versiones delecionadas del plasmido pSymB
presentes en varias cepas derivadas de S. meliloti 1021. Las flechas indican la regién

delecionada en cada cepa. Figura modificada de Charles y Finan, 1991.

Algunas de estas cepas, como RmF638 y Rm5408, presentaron un retraso de
48 horas en el crecimiento con respecto a su cepa parental, tanto en medio minimo
como en medio rico TY con y sin antibidticos, por lo que fueron descartadas
directamente para los estudios en medios de elevada osmolaridad.

Otras cepas, como Rm5378, RmG506, RmF728, RmF680, RmF666, RmF693 y
RmF909 fueron estudiadas en primer lugar en medio minimo (Figura 2.16). Se pudo
observar que algunas de estas cepas, como Rm5378, RmG506, RmF728 y RmF680,
presentaron un crecimiento significativamente mas lento que la cepa parental S.
melilolti 1021 en este medio, lo que dificultaba ostensiblemente el poder comparar su
capacidad de adaptacion con la de la cepa parental en medios hiperosmaticos. Estos
resultados condujeron a descartarlas para los estudios en medios de elevada

osmolaridad.
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Figura 2.16. Curvas de crecimiento en medio minimo de las cepas Rm5378, RmG506,
RmF728, RmF680, RmF666, RmF693 y RmF909 derivadas de S. meliloti 1021. En cada gréfica

se incluye como control la curva de crecimiento de S. meliloti 1021.

Respecto a las restantes cepas, el crecimiento de las cepas RmF666, RmF693,
RmF909 y RmF514 fue semejante al de la cepa parental en dicho medio (Figura 2.17).
Estos resultados permitieron continuar con el estudio de su capacidad de crecimiento
en medios hiperosmoéticos (Figuras 2.19, 20 y 21). La cepa RmF117, en cambio,

present6 crecimiento retrasado en TY y fue descartada directamente. Finalmente, en
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la figura 2.18 se muestra un esquema de las cepas portadoras de pSymB

pudieron ser estudiadas en medios con alta osmolaridad.
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Figura 2.17. Curvas de crecimiento en medio TY de las cepas RmF666, RmF693 y RmF909,
RmF514 y RmF117 en relacion a la cepa parental S. meliloti 1021.
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Figura 2.18. Esquema representativo de las regiones de pSymB delecionadas en cada una de
las cepas derivadas de S. meliloti 1021 utilizadas en estudios de osmoadaptacién. En negro se
muestran la extension de las deleciones en aquellas cepas mutantes que pudieron ser
estudiadas en medios con alta osmolaridad. En gris, aparecen sefialados aquellos cuya tasa de

crecimiento fue sensiblemente inferior a la de la cepa silvestre en condiciones control.
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Figura 2.19. Curvas de crecimiento de las cepas RmF666, RmF693, RmF514 y RmF909 en

medio TY adicionado de 400 mM de NaCl desde el inicio del cultivo.
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Figura 2.20. Curvas de crecimiento de las cepas RmF666, RmF693, RmF514 y RmF909 en

medio TY adicionado de 500 mM de NaCl desde el inicio del cultivo.
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Figura 2.21. Curvas de crecimiento de las cepas RmF666, RmF693, RmF514 y RmF909 en

medio TY adicionado de 700 mM de sacarosa desde el inicio del cultivo.
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Las cepas RmF666, RmF693, RmF909 y RmF514 presentaron una capacidad
de crecimiento en medio TY semejante a la cepa parental (Figura 2.17). Entre estos,
s6lo RmF909 y RmF514 mostraron crecimiento retrasado en condiciones de alta
salinidad (Figuras 2.19 y 20) aunque no en 700 mM de sacarosa (Figura 2.21).

Con objeto de verificar el fenotipo mostrado por las cepas RmF514 y Rm909 se
realizaron nuevas curvas de crecimiento en medio TY adicionado de 400 mM de NaCl,
en matraces de 100 ml que contenian 18 ml de cultivo. Se inoculdé cada matraz con
aproximadamente 108 ufc de cada cepa y se determiné el aumento de la DOgoonm

periédicamente durante 50 horas.
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Figura 2.22. Curvas de crecimiento de las cepas RmF514 y RmF909 en medio TY y TY

adicionado de 400 mM de NaCl desde el inicio de cultivo.

Como se observa en la figura 2.22, estos experimentos demostraron que
ambas cepas tienen reducida su capacidad de crecimiento en medios salinos.

Asimismo, se estudio la capacidad de respuesta de ambas cepas a un cambio
brusco de la salinidad del medio (choque salino). Para ello, se cultivaron las cepas en
medio TY hasta una DOgg nm de aproximadamente 0,4, momento en el que se afadio

NaCl hasta una concentracion de 500 mM, midiendo el incremento de DO de los
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cultivos a lo largo del tiempo (Figura 2.23). Las curvas de choque salino mostraron
una reduccion de la capacidad de crecimiento de las cepas RmF909 y RmF514 con

respecto a 1021 después de la adicion del NaCl.
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Figura 2.23. Crecimiento de las cepas RmF514 y RmF909 en respuesta a un choque salino.

Las flechas indican el momento de la adicion del NaCl.

Ademas, se determiné la capacidad de osmoadaptacion de las cepas mutantes
RmF514 y RmF909 sobre placas de medio TY solido adicionado de distintas
concentraciones de NaCl (400 y 500 mM) y de sacarosa (500 y 700 mM). En cada
placa se compararon las cepas mutantes con la parental (1021) colocando gotas de 10
ul de diluciones seriadas (desde 102 ufc hasta 10° ufc). Cada ensayo se realizd por
duplicado y en todas la placas se incluy6 la cepa parental, S. meliloti 1021 como
referencia. Los resultados fueron similares a los obtenidos en medio liquido. En TY
con 500 mM y 700 mM de sacarosa no hubo diferencias significativas en el
crecimiento de las cepas RmF514 y RmF909 con respecto a su parental, mientras que

ambas mostraron un crecimiento muy limitado en placas con NaCl (Figura 2.24)
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Figura 2.24. Crecimiento de las cepas RmF514 y RmF909 en medio sélido TY adicionado de
400 mM (B) y 500 mM de NaCl (C) y 500mM (D) y 700 mM de sacarosa (F). En cada ensayo se

incluye le cepa parental S. meliloti 1021 como referencia.

Como puede observarse en la figura 2.25, las cepas RmF514 y RmF909
presentan deleciones del pSymB solapantes en unas 200 Kb, lo que sugeria que esta
region del pSymB podia contener genes importantes para el crecimiento de S. meliloti
1021 en medios salinos. Curiosamente, las deficiencias en el crecimiento de la cepa
RmF514 en estas condiciones fueron mayores que la cepa RmF909, a pesar de

presentar una delecion del pSymB de menor tamano (Figuras 2.22B, 23B y 24B).

165



Resultados: Capitulo 2

Figura 2.25. Esquema representativo de las regiones de pSymB faltantes en las cepas

RmF514 y RmF909. # Region de 200 Kb importante para la adaptacion a estrés salino.

3.3. INFECTIVIDAD DE LAS CEPAS RmF514 Y RmF909 EN RAICES DE Medicago
sativa.

Las plantas de alfalfa se inocularon con 10° ufc/ml. La capacidad de formar
nodulos fijadores de nitrégeno se determind mediante la obtencion de las

correspondientes cinéticas de nodulacion en raices de alfalfa.
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Figura 2.26. Cinéticas de nodulacion de las cepas RmF909 y RmF514. En cada grafica se
incluye como control la cinética de nodulacion de S. meliloti 1021. Cada punto es la media de

24 plantas y las barras asociadas corresponden al error estandar.
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Ambas cepas mutantes mostraron una tendencia a formar menos nédulos que
la cepa parental S. meliloti 1021, si bien las diferencias no fueron consideradas

estadisticamente significativas (Figura 2.26).

4. IDENTIFICACION DE NUEVOS GENES DEL pSymB DE S. meliloti
RELACIONADOS CON OSMOADAPTACION.

Los resultados de tolerancia a salinidad indicaban que en el pSymB existe al
menos una regiéon de 200 Kb que contiene uno o mas genes importantes para la
tolerancia de esta bacteria al estrés salino.

Si bien la amplitud de las deleciones en ambas cepas no pudo ser mapeada
con exactitud, los analisis “in silico” y la anotacion en la base de datos de la secuencia
del genoma de S. meliloti 1021, indicaron que dicha region comprende unos 198
genes, desde el gen SMb20485 hasta el gen SMb21081 aproximadamente. Una
combinacion de estos datos con los estudios de microarrays permitié deducir que de
estos 198 genes, 72 (un 36% aproximadamente) habian sido catalogados como
osmorregulados, de los que 21 aparecieron como reprimidos y 51 como inducidos
(Dominguez-Ferreras et al., 2006). Apoyando la importancia de esta region para la
osmoadaptacién de S. meliloti 1021, la densidad de genes osmorregulados en esta
region del pSymB resultd ser 2,3 veces mayor que la media del genoma. Por otro lado,
observando en detalle el contenido génico de esta regidn, se pudo deducir que 66
(92%) de esos 72 genes osmorregulados, codificarian proteinas con una funcion
desconocida o hipotética, lo que sugeria que esta regién del pSymB pudieran estar
codificadas funciones o mecanismos de osmoadaptacion desconocidos.

Con esta combinacion de datos se decidio realizar el estudio genético de buena
parte de los genes osmorregulados contenidos en dicha regién de 200 Kb del pSymB.
Para seleccionar cada uno de los nuevos genes objeto de estudio, se utilizaron dos o
mas de los siguientes criterios:

- que su transcripcién se viese aumentada tras un choque osmotico

- que su inducibilidad en medios hiperosmaticos hubiese sido verificada por otras
metodologias (p.e., RT-PCR)

- que estuviesen localizados en la region del pSymB de 200 Kb identificada
como importante para el crecimiento de S. meliloti en medios salinos

- que las hipotéticas proteinas tuviesen alguna relacion con procesos de

adaptacion a estrés
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- que las hipotéticas proteinas, aun siendo de funcion totalmente desconocida,

estuviesen ampliamente conservadas en otros organismos.

Realizar un estudio de este calibre requeria la disponibilidad de mutantes en cada
uno de los genes seleccionados, para lo que se dispuso de una importante coleccion
de mutantes derivados de S. meliloti 2011 (Pobigaylo et al., 2006). La mutateca,
realizada en el laboratorio de la Dra. Anke Becker (Universidad de Bielefeld,

Alemania), esta disponible a través de la pagina; www.cebitec.uni-

bielefeld.de/transcriptomics/sm-genome/sm-mutagenesis.html. Los mutantes estan

construidos con transposones miniTn5-Gus, de forma que cada uno esta provisto de
dos fragmentos variables de 24 pb de ADN o también denominados secuencias “tag”
Unicas. Estas “etiquetas” fueron principalmente disefiadas para poder analizar en un
solo experimento la implicacion en competitividad, supervivencia y capacidad
simbidtica de multiples genes de S. meliloti.

De la coleccion de mutantes en el genoma de la cepa de S. meliloti 2011 fue
posible disponer de un grupo de 22 cepas portadoras de sendas inserciones miniTn5-
Gus en otros tantos genes, que fueron seleccionados en base a los criterios descritos
anteriormente (Tabla 2.4). 15 de ellos fueron seleccionados porque los genes estaban
osmorregulados y se localizaban en la region de pSymB delecionada en la cepa
RmF514. Los mutantes en los genes SMb20099 y SMb20968 fueron seleccionados
por la posible relacion de sus productos con el metabolismo de sintesis y degradacion
de trehalosa y, por tanto, por su relacién con la adaptacion a condiciones de estrés
osmoético. Finalmente, los mutantes en los genes SMb20345, SMb20346, SMb21448,
SMb21406 y SMb21407 porque ademas de localizarse en el plasmido pSymB, su
induccién por estrés osmoético habia sido estudiada mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. De particular interés resultaban los genes SMb20537 y SMb20522. El
primero de ellos porque podria codificar para un regulador transcripcional de tipo Lacl.
Estos reguladores pertenecen a una familia de represores de mas de 25 miembros
conocidos implicados en la regulacion del metabolismo de azucares y aminoacidos
mayoritariamente (Weickert y Adhya, 1992; Nguyen y Saier, Jr., 1995). Ademas,
SMb20537 estd localizado dentro de la region delecionada de RmF514 cuya
osmorregulacion fue verificada por PCR cuantitativa. Por otro lado, el gen SMb20522
codifica una pequena proteina de 122 aminoacidos. Aunque esta proteina es de
funcion desconocida, forma un dominio con estructura secundaria caracteristica en
“‘beta barrel” y se encuentra muy conservado (en tamano y secuencia) en diversas

especies de arqueas, bacterias y plantas.
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Tabla 2.4. Conjunto de genes de S. meliloti en los que se dispuso de mutantes para su estudio

en condiciones de estrés osmotico.

Nombre del gen

Anotacion segun la base de datos

SMb20487 Permeasa transportadora de azucares de tipo ABC
SMb20520 Proteina hipotética

SMb20522 Proteina hipotética

SMb20534 Proteina hipotética

SMb20535 Deshidrogenasa (putativa)

SMb20536 Proteina hipotética

SMb20537 Regulador transcripcional (putativo)

SMb20538 Proteina de union a solutos (putativa)

SMb20541 Proteina en ISRm14 (putativa)

SMb20555 Proteina hipotética

SMb21030 Proteina hipotética

SMb21044 Ligasa de ADN dependiente de ATP

SMb21059 Transferasa de grupos citidilos a glucosa-1-fosfato (putativa)
SMb21069 Proteina de membrana (hipotética)

SMb21073 (exoF2)

Proteina exportadora de azucares de membrana externa (putativa)

SMb20099 Trehalosa sintasa (putativa)

SMb20968 Proteina hipotética

SMb20345 Protemg sm)!Iar a AcrA (posible componente de una bomba de
destoxificacion)

SMb20346 Proteina similar a AcrB (posible componente de una bomba de
destoxificacion)

SMb21448 DNA polimerasa (putativa)

SMb21406 Probable glutation S-transferasa

SMb21407 Proteina hipotética conservada

En negrita; genes localizados en la region de pSymB delecionada en RmF514. Subrayados;
genes que codifican posibles proteinas relacionadas con osmoadaptacion, como son la
trehalosa sintasa (TreS) y posible glicosil hidrolasa (con dominio trehalasa). En gris; genes que

fueron estudiados por PCR cuantitativa.

4.1. PERFIL DE EXPRESION DE LOS GENES SMb20346, SMb20522 y SMb21407
EN CONDICIONES DE ESTRES SALINO.

Como se ha podido comprobar en el primer apartado de este capitulo, la
expresion de algunos de los genes osmorregulados no pudo verificarse por la técnica
de RT-PCR cuantitativa. Entre ellos destacamos los genes SMb20522, SMb20346 y
SMb21407 que habian sido previamente seleccionados por su posible relacion con
procesos de adaptacion a estrés. Con esta técnica no pudimos detectar los suficientes
niveles de ARNm a los 60 minutos de la adicién de NaCl en medio minimo (ver Tabla
2.2).
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Una de las ventajas que poseen los mutantes de S. meliloti 2011 es que
ademas del transposon junto con las secuencias “tag”, también tienen insertado el gen
reportero “gusAluidA” (Pobigaylo et al., 2006). De esta manera, se pudo aprovechar la
orientacion correcta de este gen gusA en las inserciones del miniTn5 de los mutantes
SMb20522°, SMb20346" y SMb21407" para determinar la regulacion de la transcripcion
de estos genes por estrés osmotico.

Se determiné la actividad B-glucuronidasa en los mutantes SMb20522",
SMb20346° y SMb21407" en medio minimo a lo largo de la curva de crecimiento. Para
ello, se parti6 de matraces de 20 ml de medio y se inocularon con 200 pl (2x10°
células) de cultivo. Al dia siguiente, cuando los cultivos llegaron una DOggonm de 0,4 se
adiciond NaCl al medio hasta alcanzar una concentracion final de 400 mM. Después
se recogieron los cultivos y se midié la actividad B-glucuronidasa a las 1, 4, 8, 12y 24
horas después de la adicion de la sal (Figura 2.27). En todos los casos se incluy6 la
expresion de los genes a lo largo de la curva de crecimiento en medio minimo sin sal
afiadida (Figura 2.27, barras de color azul).

La expresion del gen SMb20522 en medio minimo con NaCl aumento de
forma significativa a lo largo de la curva de crecimiento (Figura 2.27A), particularmente
a partir de las 4 horas tras el choque salino.

Los niveles de expresion observados en condiciones normales para el gen
SMb20346 fueron bastante elevados desde el inicio, aunque fueron siempre
superiores en presencia de NaCl. Las diferencias de expresion entre el medio salino y
el control aumentaron a lo largo del tiempo (Figura 2.27B).

Al igual que lo observado para el gen SMb20522, la expresion de SMb21407
no varia a la hora tras la adicién de NaCl, aunque aumenta significativamente tras 4
horas de la adicién de la sal (Figura 2.27C).

Estos resultados permitieron verificar la inducibilidad por choque osmético de

estos 3 genes.
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Figura 2.27. Estudio de la expresion de los genes SMb20522 (A), SMb20346 (B) y SMb21407
(C) a distintos tiempos tras un choque salino (400 mM NacCl). Las barras conrresponden a la
actividad p-glucuronidasa (B-gluc) segun la escala de la izquierda, y la lineas continuas

representan las curvas de crecimiento.
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4.2. CAPACIDAD DE OSMOADAPTACION EN VIDA LIBRE DE MUTANTES EN
GENES DEL pSymB DE S. meliloti.

4.2.1. Crecimiento de mutantes derivados de S. meliloti 2011 en medio solido.

Una forma rapida de comprobar cuales de los mutantes eran importantes para la
tolerancia a estrés salino, fue a través de ensayos de crecimiento sobre placas de
medio sdélido adicionado de distintas concentraciones de NaCl o sacarosa. En cada
placa se compararon varios mutantes con la cepa parental (S. meliloti 2011) a partir de
gotas de 10 pl de diluciones seriadas (desde 102 hasta 10° ufc) de cada cepa.

Por razones de espacio, los 22 mutantes fueron divididos en 4 grupos. Se ensayo
su crecimiento relativo sobre placas de medio minimo (MM) y medio minimo
adicionado de 400 mM y 500 mM de NaCl, y 500 mM de sacarosa.

Se hizo un seguimiento diario tomando fotografias de las placas, observandose
que la cepa parental 2011 crecia mas rapido que algunos de los mutantes. A
excepcion de los mutantes SMb20520° y SMb20346°, que crecieron de forma
semejante a 2011, la mayoria de ellos presentaron diferencias en el crecimiento en
una o varias de las condiciones de estrés osmaético ensayadas. En algunos, como por
ejemplo SMb20487°, SMb20522" y SMb20968", dichas diferencias eran mayores en
medio adicionado con NaCl que con sacarosa (Figura 2.29).

Con un grupo de 6 cepas mutantes que parecian mostrar un crecimiento menor
en medio salino, se repitieron los estudios en MM adicionado de 300 mM o 400 mM de
NaCl. Como se observa en la figura 2.30, se confirmé el crecimiento reducido de los
mutantes SMb20345°, SMb20487°, SMb20968°, SMb21407" y SMb20537" con respecto

a su cepa parental en medios de elevada osmolaridad.
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Figura 2.28. Crecimiento relativo de mutantes derivados de S. meliloti 2011 en MM sdlido

adicionado de 400 mM de NaCl y 500 mM de sacarosa.

Finalmente, en este estudio se observé que de los 22 mutantes seleccionados,
todos salvo SMb20520" y SMb20346°, tenian disminuidad su capacidad de crecimiento

en alguna de las condiciones de estrés ensayadas.
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Figura 2.29. Crecimiento relativo de mutantes derivados de S. meliloti 2011 en MM sdlido

adicionado de 400 mM y 500 mM de NaCl y 500 mM de sacarosa.
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SMb20345-
SMb20487-
SMb20968"
SMb21407"
SMb20541-
SMb20537-
SMb20345"-
SMb20487-
SMb20968"-
SMb21407-
SMb20541-
SMb20537-

| ‘ 2011

>
I-I‘I

MM + 300 mM NaCl MM + 500 mM sacarosa

O

MM + 400 mM NaCl

Figura 2.30. Crecimiento de los mutantes SMb20345", SMb20487°, SMb20968, SMb21407" y
SMb20537" en MM soélido adicionado de 300 mM y 400 mM de NaCl y 500 mM de sacarosa.

4.2.2. Crecimiento de mutantes derivados de S. meliloti 2011 en medio liquido.

Se estudié el crecimiento en medio minimo liquido adicionado de 300 mM o
400 mM de NaCl de 7 de las cepas que mostraron reducida su capacidad de
osmoadaptacién en medio sélido. Se realizaron curvas de crecimiento en matraces de
22 ml de cultivo. En las figuras 2.31 y 32 se presentan las curvas de crecimiento de 6
de estas 7 cepas, Los resultados obtenidos fueron diferentes a los observados en
medio sdlido. Aunque la mayoria de la cepas mostraron un retraso en medio salino,
también mostraron ligeros retrasos en las condiciones control (Figuras 2.31A y 32A).
En cualquier caso, las diferencias de crecimiento en MM liquido adicionado de 300 mM

y 400 mM de NaCl no parecian tan importantes como las observadas en MM sélido.
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Figura 2.31. Crecimiento de cepas SMb20345, SMb20522" y SMb21537" en MM (A) y MM

adicionado de 300 mM de NaCl (B).
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Figura 2.32. Crecimiento de las cepas SMb20487°, SMb21407", SMb20541" y SMb20968 en

MM (A) y MM adicionado de 400 mM de NaCl (B).
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4.3. CAPACIDAD DE OSMOADAPTACION DE MUTANTES DE S. meliloti 2011
PORTADORES DE INSERCIONES DE MINITn5 EN REGIONES INTERGENICAS.

La inconsistencia de los resultados de tolerancia a sal entre el medio sdlido y
liquido obtenidos con estos mutantes ponia en duda la fiabilidad de los mismos, y por
tanto generaba incertidumbre sobre el aparente fenotipo mostrado en condiciones de
estrés salino. Cabia la posibilidad de que dicho fenotipo no estuviese asociado a las
mutaciones generadas por el miniTn5 en cada cepa, sino que fuese la propia
presencia del transposoén la responsable de dicho comportamiento. Por ello se decidio
estudiar el fenotipo de tolerancia a sal de cepas portadoras de inserciones de este
miniTn5 en regiones intergénicas, esto es, no asociadas a zonas codificantes ni a
secuencias promotoras del genoma de S. meliloti 1021.

Para ello, a partir del mismo banco de mutantes de la Universidad de Bielefeld,
se selecciond un grupo de 5 cepas derivadas de S. meliloti 2011, portadoras de
inserciones de miniTn5 en zonas intergénicas, de acuerdo a la anotacion disponible de

dicho genoma (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Mutantes de S. meliloti 2011 portadores de miniTn5 insertado en regiones

intergénicas (Pobigaylo et al., 2006).

®Identificacion bRegic’m intergénica

E12 2011mTn5STM.1.08.E12 SMb20223--(231365/231366)--SMb20225
A02 2011mTn5STM.1.14.A02 SMb20463--(476450/476449)--SMb20464
H04 2011mTn5STM.2.12.H04 SMb20490--(508633/508634)--SMb20491
G04 2011mTn5STM.2.01.G04 SMb20538--(563952/563953)--SMb20539

A12 2011mTn5STM.1.14.A12 SMb21034--(653269/653268)--SMb21035

2 |dentificacién de los mutantes segun la lista publicada en la pagina;_www.cebitec.uni-

bielefeld.de/transcriptomics/sm-genome/sm-mutagenesis.html

b . L. .
Localizacion de los mutantes junto con los genes que los flanquean.

Los mutantes que aparecen en subrayado portan inserciones del transposon localizadas dentro

de la regién delecionada en la cepa RmF514.

Se ensayo la tolerancia a sal de estas cepas en condiciones similares que para
los mutantes anteriores, aunque en este caso se utilizaron dos medios minimos
distintos (Figura 2.33): el medio minimo Robertsen modificado (MM), que es el medio

que habitualmente se ha empleado en este trabajo, y el medio minimo Vincent (VMM)
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que fue el medio de seleccidén utilizado durante el proceso de obtencién de las
mutaciones en S. meliloti 2011 (Pobigaylo et al., 2006). Las diferencias en la
composicion de ambos medios estan descritas en el correspondiente apartado de

material y métodos.

MM + 400 mM NaCl VMM + 400 mM NacCl

Figura 2.33. Crecimiento de mutantes portadores de miniTn5 en regiones intergénicas. A,
medio minimo Robertsen modificado (MM). B, medio minimo Vincent (VMM) adicionado de. Se

incluyen como controles la cepa parental (2011) y el mutante SMb20345".

La presencia de distintas concentraciones de NaCl redujo la capacidad de
crecimiento de 4 de las 5 cepas ensayadas (Figura 2.33), tanto en MM como en VMM.
A excepcion de la cepa E12, las cepas A02, HO4, G0O4 y A12 mostraron diferencias
significativas en el crecimiento con respecto a 2011 de forma semejante al mutante en
el gen SMb20345. Por tanto, los ensayos con los mutantes en las regiones
intergénicas indicaban que la presencia del miniTn5, independientemente de su

localizacion, podria afectar notablemente al crecimiento de S. meliloti 2011 en

—_
]
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condiciones de elevada salinidad. En consecuencia, resultaba de poca utilidad el
empleo de este banco de mutantes como estrategia para identificar nuevos genes
involucrados en la tolerancia a salinidad de S. meliloti, por lo que se decidi6é descartar
su uso y se idearon estrategias alternativas para continuar el estudio planteado

inicialmente.
5. COMPLEMENTACION GENETICA DE LA CEPA RmF514.

Para la identificacion del gen (o genes) presentes en la region de 200 Kb del
pSymB cuya ausencia causaba la reducida capacidad de crecimiento en medios
salinos de la cepa RmF514, y dados los incovenientes provocados por las cepas del
banco de mutantes de la Universidad de Bielefeld, se decidié abordar una estrategia
clasica, mediante complementacion genética del fenotipo de esta cepa RmF514 en
medio salino. Para ello se hizo uso de un banco de genes de S. meliloti GR4,
construido sobre el vector pLAFR1 y que contiene un tamano medio de inserto de 25
Kb por césmido (Soto et al., 1992). Los cdésmidos del banco fueron introducidos “en
masa” en la cepa RmF514, utilizando pRK2013 como plasmido movilizador. Se
seleccionaron los transconjugantes en medio TY suplementado de los
correspondientes antibiéticos y 500 mM de NaCl, medio en que sdlo podrian crecer
aquellos transconjugantes que recibiesen cosmidos portadores de genes de S. meliloti
GR4 cuya expresion provocara la recuperacién del crecimiento en NaCl de RmF514.

De un total de 116 transconjugantes Tet® y NaCl tolerantes, se verifico la
tolerancia de un grupo de 45 colonias en TY adicionado de 500 mM de NaCl con sus

respectivos controles (Figura 2.34).

TY, Spc’, Gm' TY, Spc', Gmf TY, Spcl, Gmf, Tcf TY, Spc', Gmf, Tcf
+ 500 mM de NaCl + 500 mM de NaCl

Figura 2.34. Colonias transconjugantes de RmF514. En el grupo 1 se muestran
transconjugantes tolerantes a NaCl, en el 2 algunos transconjugantes que no crecieron en TY
adicionado de 500 mM de NaCl y en el 3 se muestran como control varias colonias de
RmF514.
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Posteriormente se procedié al analisis del ADN clonado en los
correspondientes césmidos. Para ello, se aisld6 el ADN cosmidico de 12 colonias
elegidas aleatoriamente y se analizaron los perfiles de restriccion con la enzima EcoRI
(Figura 2.35A). Este analisis permitié identificar dos grupos, cada uno de los cuales
incluia césmidos con regiones de ADN solapantes. Dentro del primer grupo se
incluyeron los césmidos N° 1, 3, 5, 13 y 15, mientras que el segundo grupo incluia los
césmidos N° 7,9, 11, 17, 19, 21y 23 (Figura 2.35B).

A) M 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

23130 pb
9416 pb
6557 pb
4368 pb

2322 pb
2027 pb

564 pb

B)

Figura 2.35. A: Anadlisis de los perfiles de restriccion EcoRl de los césmidos de
transconjugantes de la cepa RmF514 que recuperaron la capacidad de crecimiento en NaCl. B:
Perfiles de restriccion en cada uno de los dos grupos de césmidos identificados. G1; grupo 1
formado por los cosmidos 3 (cos3), 5 (cos5) y 15 (cos15), G2; grupo 2 formado por los

césmidos 17 (cos 17), 21 (cos21) y 23 (cos23). M; marcador de peso molecular.
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Estos resultados indicaban que el genoma de S. meliloti GR4 contiene al
menos dos regiones genéticas diferentes que permitian a la cepa RmF514 recuperar
el crecimiento en NaCl (Figura 2.35). Antes de continuar con la identificacion y
localizacion de estas regiones en el genoma de S. meliloti, fue necesario verificar que
efectivamente se trataba de una verdadera complementacion genética, lo que
implicaba, por un lado, determinar si las regiones de ADN contenidas en los césmidos
complemetantes estaban ausentes en la cepa RmF514, y por otro verificar que la
reintroduccion en trans de estas regiones efectivamente permitia a esta cepa
recuperar el crecimiento en medio salino. Se llevaron a cabo sendas hibridaciones del
ADN gendmico de RmF514 (y también de RmF909), frente al ADN de los cosmidos
cos3 y cos17.

A) B) C) D)

Figura 2.36. Hibridaciones de los ADNs gendémicos de las cepas silvestres GR4 y 1021 y las
cepas mutantes RmF909 y RmF514 digeridos con EcoRIl. Se utilizaron como sondas los
coésmidos cos3 (B) y cos7 (D). Se muestran como referencia los perfiles de restriccion de cada

una de las sondas empleadas (A y C). M; marcadores moleculares marcados con digoxigenina.

Aunque la calidad de la hibridacion no fue 6ptima, los resultados obtenidos

permitieron establecer que la regién de ADN contenida en el cosmido 3 estaba
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ausente en las cepas RmF514 y RmF909 (Figura 2.36A). Respecto al cosmido 17, si
bien el perfil de restriccion fue muy diferente entre las cepas 1021 y GR4, fue posible
observar que tanto las cepas RmF514 como RmF909 presentaban un perfil de bandas
similar a la cepa silvestre 1021 (Figura 2.36B), lo que indicaba que esta region, aun
cuando permite complementar el defecto de crecimiento en medio salino de la cepa
RmF514, esta presente en esta cepa. La complementacion genética del fenotipo de
RmF514 podria explicarse por la presencia de este ADN en multicopia. Otra
posibilidad es que el ADN del cosmido 17 sea exclusivo de la cepa GR4 y que las
bandas de hibridacién observadas en 1021 sean debidas a hibridacion no especifica.
O bien que tratdndose de la misma region génica, existan algunas diferencias entre las
cepas 1021 y GR4. En cualquier caso, lo que si parecia mas plausible era que la
region de ADN del grupo 1 de cdésmidos, al estar ausente en la cepa RmF514 y
complementar el fenotipo de osmotolerancia de esta cepa, fuese candidata a contener
genes implicados en osmoadaptacion.

Por otro lado, los cosmidos 3, 5 y 15 fueron reintroducidos en la cepa RmF514,
y se determiné el fenotipo de crecimiento en medio salino de varios transconjugantes.
Los resultados obtenidos confirmaban la recuperacion del crecimiento de la cepa
RmF514 en condiciones de elevada salinidad por este grupo de cosmidos (Figura
2.37).

TY TY + 500 mM NaCl

Figura 2.37. Comprobacion de la recuperacion del crecimiento de la cepa RmF514 en

condiciones de elevada salinidad por cosmidos del grupo 1.
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5.1. Identificacion y caracterizacion de genes de pSymB implicados en tolerancia

a estrés salino.

Para identificar la region de ADN que complementaba el fenotipo de la cepa RmF514,
se clonaron individualmente los fragmentos EcoRI del césmido 15 en el vector pUC18
y se secuenciaron los extremos de dos fragmentos de 4,8 Kb y 1,1 Kb,
respectivamente. La comparacion de la secuencia resultante con la secuencia
genomica del plasmido pSymB de S. meliloti facilité la localizaciéon de una region de
aproximadamente 45 Kb en la que se pudo identificar los fragmentos de ADN que

estaba presente en todos los cosmidos del grupo 1: cos 3, 15y 5 (Figura 2.38).
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Figura 2.38. Esquema de la region génica comun a los cosmidos 3, 15 y 5. Se muestra una
representacion esquematica del mapa y los perfiles de restriccion EcoRI (E) de los cosmidos.
En verde, se muestra el fragmento de ADN de 4,8 Kb secuenciado. El rectangulo de color gris

representa la region de 8761 pb comun a todos los césmidos (1096pb + 7665 pb).
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Finalmente, se identificé un fragmento de 7,6 Kb que contiene los genes
SMb21088, SMb21089, SMb21090, satM, SMb21092 y SMb21093 de S. meliloti
(Figura 2.39). Las tedricas proteinas codificadas por estos genes se muestran en la
tabla 2.6.

SMb21090
SMb21089 satM
SMb21 osa SMb21092
| SMb21 093
& e AR 7665 pb  -----co-es-esoeseeeeeees

Figura 2.39. Mapa fisico de la region génica comun a todos los césmidos y conjunto de genes
del pSymB de S. meliloti que forman parte de ella. La regién, de un tamafio de 7,6 Kb (729017-
736681) incluye los genes SMb21088, SMb21089, SMb21090, SMb21091, SMb21092 y
SMb21093.

Tabla 2.6. Genes del pSymB de S. meliloti localizados en el fragmento de 7,6 Kb.

Gen Tamafio del *Anotacion
producto (aa)

SMb21088 71 Proteina RB0667 (hipotética)

SMb21089 356 Carnitina deshidratasa

SMb21090 378 Proteina de membrana [Dom UgpB] (hipotética)
Enzima litica de pared celular similar a muramidasa

SMb21091 336
(putativa)

SMb21092 158 Acetyltransferasa 2.3.1. (putativa)

SMb21093 300 Regulador transcripcional de la familila LysR (putativo)

#Descripcién del producto codificado por cada uno de los genes segun la pagina de S. meliloti

1021; http://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/rhime.cqi
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Con objeto de determinar cual o cuales de los genes contenidos en este
fragmento de 7,6 Kb estaban implicados en la tolerancia a salinidad de S. meliloti, se
se subclond dicho fragmento y partes definidas del mismo en el vector pJB3Tc19, y se

introdujeron individualmente en la cepa RmF514 (Figura 2.40).

SMb21088 SMb21089 SMb21090 satM SMb21092 SMb21093

o N N =

e 7665 pb ______________________________________________________ >
(b) pJBS5,2 <]=1 >4 >=|:|
Gmrmrmimimim i im e e im - 5249 pb ......................... >
(©) PJB3,1
G - 3126 pb -------5 >
| 1 Kb |

Figura 2.40. Subclonacién del fragmento de 7,6 Kb y derivados del mismo. a; pJB7,6-1 (7665
pb), pJB7,6-2 (7665 pb insertado orientacién inversa), b; pJB5,2 (5249 pb), ¢; pdB3,1 (3126
pb).

Las construcciones fueron introducidas en la cepa RmF514 por conjugacién y
se estudio la capacidad de crecimiento de los transconjugantes en medio sélido TY
adicionado de 500 mM de NaCl (Figura 2.41).

TY + 500 mM NaCl

Figura 2.41. Recuperacion del crecimiento de RmF514 en altas concentraciones de NaCl por

las construcciones pJB7,6-1, pJB7,6-2 y pJB3,1.
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En la figura 2.41B se observa que sélo las construcciones portadoras del
fragmento de 3,1 Kb fueron capaces de recuperar el crecimiento en medio salino de la
cepa RmF514. De acuerdo a la secuencia del genoma de S. meliloti 1021, en este
fragmento se localizaban 3 posibles ORFs: SMb21091, SMb21092 y SMb21093.

Para conocer cual de estos genes era realmente importante en condiciones de
estrés salino, se continud con la subclonacion de fragmentos de la region de 3,1 Kb,
de tal modo que se obtuvieron dos nuevos plasmidos: pJBlysR que contenia los genes
SMb21091 y SMb21092, y pJB1,89 que contenia el gen SMb 21093 (Figura 2.42).

satM SMb21092 SMb21093

N
= <
Cmrmimimimamm - 3126 pb ------2 >

(@) poB18e =

< ----1893 pb ----- ->

(b)  pJBlysR P<—H

<--1079 pb --->

1 Kb
A

Figura 2.42. Representacion esquematica de las construcciones pJB1,89 y pJBlysR.

Después de movilizar dichas construcciones hasta la cepa RmF514 se estudio
la capacidad de crecimiento de los correspondientes transconjugantes, tanto en medio
sélido TY como en MM adicionado de altas concentraciones de NaCl. Los ensayos en
medio solido TY mostraron la recuperacion del crecimiento de la cepa RmF514 por la
construccion pJB1,89, en contrastre con la construcciéon pJBIlysR, que no tuvo efecto
sobre la tolerancia a sal de dicha cepa (Figura 2.43). Este resultado sugeria que los
genes SMb21091 y SMb21092, individual o conjuntamente, eran los responsables de
la complementacion genética del fenotipo de RmF514.

Por otro lado, los resultados en MM contrastaron con los obtenidos en medio
TY. La capacidad de crecimiento de la cepa RmF514 en medio minimo adicionado de

altas concentraciones de sal fue similar a la de la cepa parental (Figura 2.43B).
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TY + 400 mM NaCl

TY + 500 mM NaCl MM + 400 mM NaCl

Figura 2.43. A. Recuperacion del crecimiento de RmF514 en altas concentraciones de NaCl
por los plasmidos pJB3,1 y pJB1,89. B. Crecimiento de los transconjugantes de RmF514 en
MM adicionado de 300 mM y 400 mM de NaCl. Se incluye como control la cepa RmF514 con el
vector pJB3Tc19.

También se estudié la capacidad de osmoadaptacion de las cepas RmF514
(pdB3,1), RmF514 (pJB1,89) y RmF514 (pJBlysR) en medio TY liquido adicionado de
400 mM y 500 mM de NaCl (Figuras 2.44 y 45). Las curvas de crecimiento realizadas
en medio TY confirmaron lo observado en medio sélido. Las construcciones pJB3,1 y
pJB1,89, al contrario que pJBlysR, permitieron crecer a la cepa RmF514 a tasas

similares a la cepa silvestre en medio salino.
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Figura 2.44. Curvas de crecimiento de las cepas RmF514 (pJB3,1), RmF514 (pJB1,89) y
RmF514 (pJBlysR) en medio TY adicionado de 400 mM de NaCl desde el inicio del cultivo.
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Figura 2.45. Curvas de crecimiento de las cepas RmF514 (pJB3,1), RmF514 (pJB1,89) y
RmF514 (pJBlysR) en medio TY adicionado de 500 mM de NaCl desde el inicio del cultivo.
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Las curvas de crecimiento realizadas en medio TY confirmaron lo observado en
medio solido. Las derivadas de RmF514 complementadas por las construcciones
pJB3,1 y pJB1,89 no mostraron su capacidad de crecimiento disminuida en TY
adicionado de 400 y 500 mM de NaCl. Estas cepas incluso desarrollaron una tasa de
crecimiento superior a la de la cepa silvestre (S. meliloti 1021) (Figuras 2.44 y 45). No
obstante, la cepa portadora del plasmido pJBlysR mostré una capacidad de
crecimiento disminuida en altas concentraciones de sal, en comparacion con S. meliloti
1021, un resultado que confirmé lo observado en medio TY sdélido.

Estos datos confirmaron que la presencia de la region formada por los genes
SMb21091 y SMb21092 recuperaba el crecimiento de la cepa mutante RmF514 en
NaCl. Es decir, uno de los dos genes o la funcién conjunta de ambos tendria un papel
importante en el proceso de osmoadaptacion de S. meliloti a estrés salino. Con objeto
de discernir la importancia de cada uno de estos dos genes, se obtuvieron dos nuevas
construcciones, pJB1,6 y ApJB1,89. La primera contenia el gen SMb21091 integro,
mientras que. la segunda, derivada del plasmido pJB1,89, contenia el gen SMb21092
junto a un gen SMb21091 mutado en el que se delecionaron 163 pb. Esta delecion
origind una mutaciéon no polar en el gen SMb21091 que a priori no tendria porqué
afectar a la expresién del gen SMb21092.

La construccion de los plasmidos ApJB1,89 y pJB1,6 se describe en el anexo 5

de este capitulo.

SMb21091 SMb21092

(3) ApJB1,89 —— i >4 ><”;

(b) pIB1E | =i il

Figura 2.46. Representacion esquematica de las construcciones ApJB1,89 (a) y pJB1,6 (b).

Los plasmidos fueron introducidos en RmF514 y se determiné la capacidad de
crecimiento en medio salino de los correspondientes transconjugantes. Como se
muestra en la figura 2.47, sélo la construccion portadora de un gen SMb21091
funcional fue capaz de recuperar el crecimiento de RmF514, lo que indicaba que era la
ausencia de este gen la que determinaba la incapacidad de esta cepa para crecer en

medios salinos.
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Figura 2.47. Recuperacion del crecimiento de RmF514 en altas concentraciones de NaCl por
los plasmidos pJB1,89 (A) y pJB1,6 (B).

6. CARACTERIZACION DE LOS GENES SMb21091 (satM) y SMb21092 DE

Sinorhizobium meliloti 1021.

6.1. Analisis “in silico” de los genes SMb21091 (satM) y SMb21092 de S. meliloti.

Estos dos genes se encuentran adyacentes en el pSymB de S. meliloti 1021 y
podrian formar un operén. El gen SMb21091 codifica para una proteina de 336
aminoacidos con un dominio glucosil hidrolasa, que podria tratarse de una lisozima
muramidasa (3.2.1.17) o enzima litica de la pared celular. Es bastante posible que
esta proteina pueda existir en otras especies del orden Rhizobiales, ya que posee
elevada homologia con otras hipotétitcas glicosilhidrolasas presente en los genomas

anotados de rizobios y otras bacterias filogenéticamente relacionadas (Tabla 2.7).
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Tabla 2.7. Similitud del producto del gen SMb21091 de S. meliloti 1021 con proteinas de otras

bacterias.

Tamano de la

Organismo Gen proteina (aa) Identidad
Sinorhizobium medicae WSM419 Smed_4990 333 89%
Rhizobium etli CFN 42 RHE_CH02244 346 2%
@gf\;ljfé%%? leguminosarum bv. trifolii RlegDRAFT 1761 348 70%
3Ré7£z10bium leguminosarum bv. viciae R 2574 321 74%
Mesorhizobium sp. BNC1 Meso_0635 334 67%
Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 Oant_3491 355 64%
Brucella ovis ATCC 25840 Bov_A0425 363 67%
Agrobacterium tumefaciens str. C58  Atu0233 365 66%
Mesorhizobium loti MAFF303099 mir0125 317 66%
Sinorhizobium meliloti 1021 SMc01846 261 53%

El analisis filogenético de SatM, muestra la elevada conservacién de esta
proteina en rizobiales. En la figura 2.48 pueden observarse tres grupos diferenciados
de similitud. En primer lugar, aparece el grupo de SatM de S. meliloti 1021 que posee
elevada homologia con proteinas de las especies de Rhizobium etli y Rhizobium
leguminosarum principalmente. A continuacién, se observa un segundo grupo
compuesto mayoritariamente por distintas especies de Brucella y Mesorhizobium,
destacando entre ellas a M. loti MAFF303099. Finalmente, aparece un tercer grupo en
el que se puede apreciar la similitud que posee SatM de S. meliloti 1021 con otra
hipotética glicosilhidrolasa del mismo genoma (NP 386302. 1) que estaria codificada
por el gen SMc01846 (ver tabla 2.7). Proteina que parece localizarse también en las

bacterias de Rhizobium filogenéticamente relacionadas.
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60 — YP 002975913.1 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM 1325
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ZP 03522588.1 Rhizobium etli GR56
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Figura 2.48. Analisis filogenético de SatM.
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Por otro lado, el gen SMb21092 se encuentra anotado en el pSymB de S.
meliloti como una putativa acetiltransferasa de 158 aminoacidos, que a diferencia de
SMb21091, no parece tener equivalentes en otros miembros de la familia
Rhizobiaceae, excepto en S. medicae WSM419, donde ademas parece conservada la
disposicion de los ortdlogos a SMb21091-SMb21092. La funcién de la proteina
codificada por este gen es desconocida, si bien existen proteinas con cierta similitud

de secuencia y tamafo en otras bacterias (Tabla 2.8).

Tabla 2.8. Homologia de la proteina SMb21092 de S. meliloti 1021 con otras proteinas

bacterianas.
Organismo Gen Tamapo ek Identidad
proteina (aa)

Sinorhizobium medicae WSM419 Smed_4989 156 79%
Vibrio cholerae MZO-3 VIBHAR 01129 162 35%
Methylobacterium nodulans ORS 2060 159 48%
Reinekea sp. MED297 159 37%
Burkholderia multivorans ATCC 17616  Bmul_2198 161 35%

Con estos antecedentes, se planted la construccion de mutantes individuales
de S. meliloti 1021 en cada uno de los genes. Para SMb21091 se obtuvieron dos
mutantes, denominados 091°(pCH091) y 091°(pS092), que se construyeron por simple
recombinacion a través de la integracion de dos vectores suicidas diferentes. El
mutante en el gen SMb21092 (092°) fue construido por la técnica de intercambio
alélico. La obtencion de los distintos mutantes se describe en los anexos 5 y 6 de este

capitulo.

6.2. Capacidad de osmoadaptacion de mutantes en los genes SMb21091 y
SMb21092 de S. meliloti.

Se realizaron curvas de crecimiento en medio TY adicionado de 400 mM de
NaCl y ademas se determind el crecimiento de los mutantes sobre placas de TY sélido
adicionado de 400 mM y 500 mM de NaCl y 700 mM de sacarosa. Como se puede
observar en las figuras 2.49, 2.50 y 2.51, s6lo los mutantes para el gen SMb21091
presentaron una capacidad de crecimiento disminuida con respecto a la parental en
medios con altas concentraciones de NaCl. Estas diferencias fueron evidentes tanto

en medio liquido como en sdlido y fueron obsevadas en las dos cepas mutantes en
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SMb21091. El efecto del NaCl sobre el crecimiento de la cepa 091" en medio sdlido
(Figura 2.49) fue aparentemente mayor que el producido en medio liquido (Figura
2.48), en el que se evidenciaron menores tasas de crecimiento de los mutantes, si bien
al final de la curva las DOs fueron equiparables a la de la cepa parental. Por otro lado,
al contrario de lo ocurrido en NaCl, los mutantes en el gen SMb21091 presentaron un
crecimiento similar a la cepa parental en medio TY sélido adicionado de 700 mM de
sacarosa.

Finalmente, el mutante en el gen SMb21092 no se vio afectado en ninguna de
las condiciones de estrés osmotico ensayadas, y su crecimiento fue muy similar al de

cepa silvestre, tanto en medio liquido como solido (Figuras 2.48, 2.49 y 2.50).

TY TY + 400 mM NacCl
—a— 1021
—=— 091-(pS091)
10—'— 091-(pCHO91) 10
S 1 3
8 8 o1
oI+—"TT T 0, +————"
14182226 3034 38424650 54 586266 70 141822263034 38 42465054 586266 70
Tiempo (h) Tiempo (h)
—a 1021 TY TY + 400 mM NaCl
SMb21092-
101
£ E 4 —
S —— S B
8 1 3 -
g |~ g o1V
1418222630 3438 424650 545862 6670 141822263034 3842465054 58626670
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2.49. Curvas de crecimiento en TY adicionado de 400 mM de NaCl de los mutantes de
S. meliloti 1021 en los genes SMb21091 (0917) y SMb21092 (092).
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Figura 2.50. Crecimiento de las cepas 091" y 092" de S. meliloti en medio TY adicionado de
400 mM (B) y 500 mM de NaCl (C). En todas las placas se incluyeron como control la cepa

parental S. meliloti 1021 y la cepa RmF514.

TY + 700 mM sacarosa

Figura 2.51. Crecimiento de las cepas 091" y 092" de S. meliloti en medio TY adicionado de

700 mM de sacarosa.

Para verificar que el fenotipo de los mutantes en el gen SMb21091 es
provocado exclusivamente por la ausencia de funciéon en este gen, fue necesario
complementar dicha funcién en la cepa 0917, para lo cual se utilizé el plasmido pJB1,6.
La presencia en trans del gen SMb21091 en la cepa 091" recupero el crecimiento de la
misma en medio TY adicionado de 300 mM, 400 mM y 500 mM de NaCl (Figura 2.52).
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TY + 400 mM NaCl TY + 500 mM NacCl

Figura 2.52. Recuperacion del crecimiento de mutante 091" (pCH091) en altas concentraciones

de NaCl por la construccion pJB1,6.

Quedaba asi demostrado que el gen SMb21091 juega un papel importante en
la tolerancia a sal de la cepa 1021 de S. meliloti. A partir de este momento,

denominaremos a este gen satM (de salt, acid, temperature tolerance).

6.3 Importancia del gen SMb21091 (satM) de S. meliloti 1021 para la tolerancia a

otros estreses abioticos.

Dada la relevancia del gen satM para la tolerancia a sal de S. meliloti, se
estudiéo ademas si este gen podia estar implicado en la tolerancia a otros estreses de
tipo abidtico, determinando la capacidad de crecimiento de un mutante satM en
condiciones de estrés iénico no osmoético, a temperaturas supradptimas, pH acido y
alcalino, y estrés oxidativo.

Se estudid la capacidad de crecimiento del mutante en medio rico adicionado

de distintas concentraciones de LiCl (Figura 2.53).
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TY + 300 mM de LiCl TY + 350 mM de LiCl TY + 400 mM de LiCl

Figura 2.53. Crecimiento de cepas 091" y 091°c de S. meliloti 1021 en TY adicionado de

distintas concentraciones de LiCl.

Aunque el LiCl tiene un efecto mas téxico sobre los organismos que otros
compuestos idnicos como el NaCl, es importante senalar la alta tolerancia de S.
meliloti 1021 a este compuesto (Figura 2.53). La cepa 091" mostré un incremento de
sensibilidad al LiCl, recuperando los niveles de tolerancia de la cepa silvestre cuando
se le introdujo un gen SMb21091 silvestre en trans (cepa 091°c).

Se estudié la capacidad de crecimiento de mutantes satM a temperaturas no
Optimas. Para ello se realizaron dos tipos de ensayos sobre medio TY sélido; en uno
se estudid el crecimiento a temperaturas supradptimas, a 37°C, mientras que en el
segundo se realizd a temperaturas de crecimiento infradptimas, a 20°C. En la figura
2.54 se puede observar una disminucion en la capacidad de crecimiento del mutante
en el gen SMb21091 de S. meliloti a temperaturas no éptimas como a 37°C y 20°C.
Este crecimiento volvié a recuperarlo con la presencia en trans del gen SMb21091

cepa 091°c, llegando incluso a mejorarlo con respecto a la cepa parental (1021).
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TY, 30°C TY, 37°C TY, 20°C

Figura 2.54. Crecimiento de las cepas 091" (satM) y 091°c (complementada con satM en trans)

de S. meliloti 1021 a temperaturas no éptimas.

Se determind asimismo la capacidad de adaptacion de un mutante satM sobre
placas de TY tamponado con TRIS y MES (a una concentracién final de 5 mM) hasta
alcanzar en el medio un pH de 6 y 8 (Figura 2.55). Estos experimentos mostraron una
disminucion de la capacidad de crecimiento del mutante en el gen satM a pH 6,
defecto que fue recuperado en el mutante complementado con satM en frans. Este
mismo defecto también lo presentd la cepa RmF514. Por el contrario, a pH alcalino no

hubo diferencias significativas en el crecimiento entre las cepas ensayadas.

Figura 2.55. Crecimiento de las cepas 091" y 091°c de S. meliloti 1021 en TY a pH acido y

alcalino.
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Por dltimo, para determinar los niveles de tolerancia a estrés oxidativo del
mutante en el gen SMb21091, se estudié la inhibicidon del crecimiento por H,O,,
cuantificando el tamaro del halo de inhibicidon del crecimiento en torno a una gota de 5
Ml de H,O,. Se realizaron al menos 2 experimentos independientes y en cada uno se
midié el diametro del halo de inhibicién de tres réplicas técnicas (o placas) para cada
una de las cepas analizadas. En la figura 2.56 se muestra la media del diametro del

halo de inhibicion.

091°¢ - : ;
091" (pCH091) - —t—
RmF514 = i
1021 T

20 20,5 21 21,5 22 22,5 23 23,5 24 24,5 25 25,5 26 26,5 27 27,5

Diametro de halo de inhibicién (mm)

Figura 2.56. Sensibilidad del mutante 091" y el mutante complementado (091°c) a H,0O..

Las barras de error de la figura 2.56 evidencian la enorme variabilidad
observada con este tipo de ensayos. No se pudieron observar diferencias significativas
en el diametro de halo de inhibicién del crecimiento por H,O, entre las cepas
ensayadas. Tanto el mutante en el gen satM como la cepa RmF514 fueron igual de

sensibles al estrés por H,O, que la cepa silvestre 1021.

7. PERFIL DE EXPRESION DEL GEN SMb21091 (satV) DE S. meliloti EN
CONDICIONES DE ESTRES SALINO.

Para estudiar la expresién del gen satM de S. meliloti se construyé una fusion
transcripcional al gen gus (uidA), que se describe en el anexo 7 de este capitulo.

Se cuantificé la actividad B-glucuronidasa en la cepa 1021 (p53lysM) a lo largo
de la curva de crecimiento en medio TY adicionado de 400 mM de NaCl desde el inicio
del cultivo (Figura 2.57). En la expresion se incluye como control la curva de

crecimiento sin NaCl anadido. Por otro lado, con el fin de reducir la variabilidad de las
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medidas durante el crecimiento en fase estacionaria, se optd por expresar dicha
actividad en nmoles de producto formado por minuto por mg de proteina total.

En la figura 2.57, se puede apreciar que la expresion del gen satM aumento
progresivamente a lo largo de la curva de crecimiento en medio no salino, pareciendo
estabilizarse los niveles en la fase estacionaria del cultivo. EI mismo perfil de expresion
se observd durante el crecimiento en medio salino, si bien los niveles de expresion

fueron siempre ligeramente inferiores a los determinados en el medio control.

225 -

200 -

175 - *}

150 1 _I_
125 - o Ty

132 ] O TY + 400 mM NaCl
50 A
25

B-Gluc.
(nmoles producto/min.mg proteina)

0,5 0,8 1,1 1,4 1,5
DO (600nm)

Figura 2.57. Expresién de la fusion transcripcional SMb21091::uidA (p53lysM) en S. meliloti
1021 a lo largo de la curva de crecimiento, en medio TY en presencia y ausencia de 400 mM
de NaCl. Se muestra la actividad p-glucuronidasa en nmoles/min.mg de proteina y cada valor

representa la media de 3 experimentos independientes. Las barras indican el error estandar.

8. DETERMINACION DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS
CODIFICADAS POR LOS GENES SMb21091 (satM) y SMb21092 DE S. meliloti.

La busqueda de genes ortélogos en rizobios y otras especies bacterianas, no
mostraron demasiada informacion acerca de las posibles funciones de los productos
de los genes satM y SMb21092. No obstante, tras un examen detallado de la
secuencia aminoacidica de estas proteinas, mediante programas de prediccién de

localizacion  subcelular  (www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/ 'y  www.mrc-

Imb.cam.ac.uk/genomes/dolop/analysis.shtml), se encontré que la secuencia de la

proteina SatM podia contener un posible péptido senal tipico de proteinas que son
exportadas fuera del citoplasma. Este tipo de proteinas poseen en su extremo N-

terminal una secuencia sefial caracterizada por un dominio N polar, con aminoacidos
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cargados positivamente, un domino H hidrofébico, con alto contenido en residuos de
alanina y leucina y un tercer dominio C menos hidrofébico (Figura 2.58). Este ultimo
contiene los residuos susceptibles de ser hidrolizados por peptidasas de tipo Il durante
el proceso de maduracion de la lipoproteina. Esta clase de proteinas se caracterizan
por poseer un residuo de cisteina en la posicion +1 (Pugsley, 1993).

En la secuencia del producto de satM se puede identificar un posible péptido
sefal, ademas de un residuo de cisteina localizado en la posicidén +1 caracteristico de
las lipoproteinas (Figura 2.58). Estos datos indicaban que satM podria codificar para
una posible lipoproteina que a su vez se secretaria al periplasma. Por el contrario, los
programas de prediccion indicaron que SMb21092 seria una proteina no asociada a

ninguna estructura subcelular y por tanto seria de localizacion citoplasmica.

[A] «-—-—-—- — péptido sefial —- —-—-—-—- >
«—N < H < C—>J
C
OO0000C0COCOCOCOCOCICOCO s COOH
+1
N H C
i 1
1 MRPFSAVSAI IITCLVLSSCI GEGGSRPSRE TTSSVVRPAS PVPSAAISAA AAQAAPQPEA

61 LAWAGTVPQP QAFMPAERAV GMPVPAERPI AMLAPENPAR EPRGRSRVYS HSFRDAHPIN
121 FGTRSPRKLA VHGVDVSRWQ GDINWAKLRT QGANFAYIKA TDGGDHLDPM FKKNWRRADE
181 AGLKRGAYHF FYWCRTAGEQ ADWFIRNVPR DPSALPPVID VEWNGESSCK RRPSPERVRE
241 KMQVFMDKLE RHYGQRPIIY TAPDEYRDNL QGAFPNHPFW LRSVAAHPSK VYPGRKWVEW

301 QYSGSGLSHG VDGRIDLNVF NGSEEDWHNW VSARSS

Figura 2.58. Representacion esquematica de la secuencia del péptido sefial en una
lipoproteina, indicando la posicion +1 (en rojo) que ocupa el residuo de cisteina y el sitio de
procesamiento (flecha vertical) de la proteina por las peptidasas. En la figura B, se muestra la
secuencia de la proteina codificada por el gen satM indicando su posible secuencia sefal y
dominios N, H y C (en azul) y el residuo de cisteina (C) en la posicion +1, segun la base de

datos de www.mrc-Imb.cam.ac.uk/genomes/cgi/dolop/newlipo.cgi.

Para determinar empiricamente la localizacion subcelular de las proteinas de
los genes SMb21091 y SMb21092 y asi verificar los resultados de los analisis “in
silico”, se construyeron las correspondientes fusiones traduccionales a la fosfatasa
alcalina (PhoA) de E. coli. Esta proteina es un homodimero que posee dos puentes
disulfuro intramoleculares en cada mondmero, que son esenciales para que la enzima
se pliegue en su conformacién activa. Estos puentes disulfuro no se pueden formar

habitualmente en el citoplasma, y en consecuencia la proteina se vuelve activa
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solamente cuando se exporta a través de la membrana citoplasmatica. Esta propiedad
convierte a PhoA en un reportero de sefales de exportaciéon de proteinas, como
secuencias sefal procesables y segmentos transmembrana de proteinas de
membrana interna orientados apropiadamente. Los clones que portan fusiones con
PhoA activas son azules cuando se cultivan en medio sélido suplementado con 0,1
mM de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP 6 también llamado X-phos).

Se utilizaron los vectores pUCH218 (estable en enterobacterias pero no en
rizobios) y pBBRphoA (estable en rizobios), con lo cual se construyeron 2 fusiones
para cada uno de los genes de estudio. Las construcciones fueron transformadas y
movilizadas a cepas de E. coli y S. meliloti carentes de actividad fosfatasa alcalina.
Asi, los plasmidos pUCHIysM, pUCH092 fueron transformados en la cepa CC118 de
E. coli y las construcciones pBBRIysM y pBBR092 se movilizaron a la cepa Rm8002
de S. meliloti. Posteriormente, todas las cepas (incluyendo aquellas con los vectores
vacios como control) fueron sembradas en los medios correspondientes adicionados
del sustrato X-phos a una concentracion de 0,1 mM. La actividad PhoA se determiné
cualitativamente, mediante la visualizacién de colonias de color azul (Figuras 2.59 y
60).

E. coli CC118 (2)
pUCHIysM

(3)
pUCH092

(4}
pUCH218

LB, Ap2%, X-phos 0,1 mM

Figura 2.59. Actividad PhoA de la fusiones traduccionales pUCHIysM y pUCH092 en E.
coli CC118.
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pBBRIysM

o inimTeTels)

TY, Gm1°, X-phos 0,1 mM

Figura 2.60. Actividad PhoA de las fusiones traduccionales pBBRIysM y pBBR092 en
S. meliloti 8002.

Como se observa en las figuras 2.59 y 2.60, las cepas de E. coli y S. meliloti
portadoras de las fusiones satM-phoA mostraron color azul en medio con X-Phos,
indicativo de actividad fosfatasa alcalina. Estos resultados apoyaban la prediccion de
que la proteina SatM es exportada fuera del citoplasma celular. Por otro lado, las
cepas que portaban las fusiones pertenecientes al gen SMb21092 no mostraron
actividad fosfatasa alcalina, indicando que el producto de este gen es probablemente

una proteina de localizacion citoplasmatica.

9. CAPACIDAD DE NODULACION DE MUTANTES EN LOS GENES satM Y
SMb21092 DE S. meliloti EN RAICES DE ALFALFA.

Se llevaron a cabo experimentos de infectividad con mutantes satM y
SMb21092 en plantas de alfalfa, en compracién con la cepa parental 1021, Las plantas
fueron inoculadas con unas 10° ufc/ml y las cinéticas de nodulacién que se obtuvieron
se muestran en la figura 2.61. Todas las cepas fueron igualmente capaces de formar

nodulos fijadores de nitrégeno en raices de plantas con alfalfa.
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Figura 2.61. Cinéticas de nodulacién de los mutantes satM (091-pCHO091) y SMb21092" de S.
meliloti 1021. En cada grafica se incluye como control la cinética de nodulacion de S. meliloti
1021. Cada punto es la media de 20 plantas y las barras asociadas corresponden al error

estandar.

206



DISCUSION: CAPITULO 2







Discusion: Capitulo 2

La identificacion y caracterizacion de genes implicados en nuevos mecanismos
de osmoadaptacion de S. meliloti en vida libre, asi como su implicacion en simbiosis,
se inicio a partir de los resultados previos de un estudio transcriptomico de S. meliloti
1021 en respuesta a un choque osmético en vida libre (Dominguez-Ferreras et al.,
2006). Estos experimentos permitieron identificar cientos de genes cuyos niveles de
expresion cambia como consecuencia del estrés aplicado, encontrandose que la
mayoria de los genes con expresidn aumentada se localizaban en uno de los
plasmidos simbioticos, pSymB, de esta bacteria. A raiz de estos datos, este trabajo se
inicid6 con la verificacion de la expresion diferencial de algunos de dichos genes
mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados obtenidos demostraron que
por término medio, un 64% de los genes que aparecieron como osmorregulados en los
experimentos con microarrays lo son realmente, y en concreto que los genes otsA,
rpoES5, SMb20249 (ino1), SMb20345, SMb20347, SMb21406, SMb21044, SMb21448,
SMb20537, SMb20651 y SMc02163 muestran cambios en su expresion tras un
choque salino. Aunque no se pudo determinar la inducibilidad de los genes SMb20346
y SMb21407, el hecho de que éstos formen operones junto con los genes SMb20345,
SMb20347 y SMb21406, respectivamente, en los que si ha sido posible verificar su
expresion por PCR cuantitativa, indica que es muy probable que también se induzcan
en respuesta a un choque osmoético. Ademas, un reciente estudio transcriptémico de
S. meliloti en respuesta a un choque a pH acido reveld la induccion transitoria de los
genes SMb20346 y SMb20347 (Hellweg et al., 2009), lo que sugiere su implicacion en
la respuesta a este tipo de estrés abidtico. Relativo a los genes SMb21406 y
SMb21407, que junto a otros dos genes cuyos productos proteicos serian homoldgos
a proteinas Ku bacterianas, han sido recientemente caracterizados por Kobayashi y
colaboradores (2008). Estos autores descubrieron la existencia en S. meliloti 1021 de
una ruta de reparacion de ADN de cadena doble por recombinacion no homologa
(NHEJ), en el que estarian involucradas 4 proteinas Ku y 6 proteinas de tipo LigD, que
actuarian reparando el ADN en condiciones en las que su replicacion esta reducida o
ausente. Los mismos autores detectaron expresion de SMb21406 y SMb21407
durante la fase crénica de la infeccidn simbiética, por lo que llegaron a sugerir que este
sistema de reparacién de ADN podria funcionar en los bacteroides.

A partir de los resultados de PCR cuantitativa, se llevd a cabo un estudio
genético mas detallado de los genes osmorregulados SMb20249 (ino1) y rpoE),
debido a su elevada inducibilidad tras un choque osmético y al posible papel de sus

productos en respuesta a estrés.

209



Discusién: Capitulo 2

El gen ino1 codifica para una posible 1-L-mio-inositol-1-fosfato sintasa (MIPS),
que es la primera enzima que interviene en la ruta de sintesis del inositol y
compuestos derivados en muchos organismos (Chen y Charalompaus, 1964, 1965;
Majumder et al., 1997). Entre las diversas funciones asociadas al inositol destacan la
termoproteccion y, en menor medida, la osmoproteccién en algunas especies de
arqueas y bacterias termdfilas (Martins y Santos, 1995; Martins et al., 1997). También
se ha demostrado que en Saccharomyces cerevisiae y M. turberculosis el gen ino1 es
esencial para el crecimiento y virulencia de estos organismos (Culbertson y Henry,
1975; Movahedzadeh et al., 2004). Los resultados de esta tesis indican que el gen
ino1 no es, por si solo, importante para la osmoadaptacion de S. meliloti, ni tampoco
para el establecimiento de simbiosis efectivas con su planta hospedadora habitual,
alfalfa. Aunque se desconoce si S. meliloti acumula inositol o algun compuesto
derivado para la adaptacion a estrés osmotico, es bastante probable que esta bacteria
disponga de toda una maquinaria metabdlica relacionada con este compuesto. Por un
lado, en el genoma de S. meliloti 1021 han sido anotados 4 genes en el plasmido
pSymB (SMb20150, SMb20159, SMb20362 y SMb21225) y otros 4 en el cromosoma
(SMc00896, SMc00535, SMc03994 y SMc04042) que codifican para posibles
proteinas con funcion inositol fosfato fosfatasa o inositol monofosfatasas. Resulta
sorprendente que aproximadamente un 30% de las fosfatasas que aparecen anotadas
en el genoma de esta bacteria estén relacionadas con la sintesis de inositol. Por otro
lado, es probable que este compuesto pueda ser transportado y utilizado también
como fuente de carbono y energia por esta bacteria, de modo similar a otros
compuestos con caracter osmoprotector, como por ejemplo trehalosa o glicina betaina.
La secuencia del genoma de S. meliloti revela la presencia de un conjunto de genes
que codifican para un hipotético sistema de transporte de tipo ABC para inositol
(SMb20072, ibpA, iatA y iatP), una inositol 2-deshidrogenasa (ldhA), asi como los
genes iolB, iolE e iolR, hipotéticamente implicados en el transporte y catabolismo de
este compuesto. Por tanto, cabe la posibilidad de que este soluto tenga o haya tenido
en algun momento a lo largo de la evolucion de S. meliloti un papel activo en el
funcionamiento, crecimiento y supervivencia de esta bacteria en condiciones
especiales.

El gen rpoE5 codifica para un factor transcripcional oF de funcion
extracitoplasmica (ECF). S. meliloti 1021, al igual que otras especies de rizobios,
posee varias copias del gen rpoE, 4 en el cromosoma y otras 2 localizadas en los
plasmidos pSym. A pesar de la temprana y elevada induccion del gen rpoES5 tras un

choque osmético (Dominguez-Ferreras et al., 2006), verificada en esta tesis por la

210



Discusion: Capitulo 2

técnica de PCR cuantitativa, mutantes en este gen muestran una capacidad de
crecimiento en medios hiperosmoticos similar a la cepa silvestre. Probablemente sea
muy dificil determinar el papel que desempefian cada uno de los factores o de S.
meliloti en la respuesta a estreses ambientales, ya que de modo semejante a lo que
ocurre en otras bacterias, como por ejemplo Bacillus subtilis, podrian tener funciones
redundantes (Mascher et al., 2007). No obstante, Sauviac y colaboradores (2007) tras
un analisis transcriptomico de S. meliloti, han sugerido que el gen rpoE2 es el mayor
regulador de la respuesta a estrés general en esta bacteria. Entre los genes regulados
por este factor de transcripcion estarian los genes de respuesta a estrés katC, rpoH2 y
rpoES. A pesar de estas observaciones, mutantes rpoE2” no mostraron fenotipo ni en
vida libre ni en simbiosis en comparacién con la cepa parental. Estos resultados
contrastan con los estudios realizados por Flechard y colaboradores (2009 y 2010). En
primer lugar, demostraron que el gen rpoE2 de S. meliloti es necesario para la
produccion durante fase estacionaria de crecimiento de las enzimas SOD y KatC,
encargadas de prevenir la intoxicacion por especies reactivas de oxigeno y H,O,. En
segundo lugar, estos autores demostraron la importancia de RpoE2 en
osmoadaptacion. La construccién y caracterizacion de un mutante rpoE2 de S. meliloti
revelé un defecto en el crecimiento de la bacteria en medios hiperosméticos, y
sugiriendo que los problemas de crecimiento eran debidos a la ausencia de trehalosa.
Por otro lado, aunque la expresion de las tres rutas de sintesis de trehalosa depende
de RpoE2, es la ruta OtsA la que se mas se induce por RpoE2 en condiciones
hiperosméticas. Los estudios sobre la actividad y regulacion del factor RpoE2 has sido
recientemente ampliados por Bastiat y colaboradores (2010).

Los resultados observados con los mutantes en los genes ino7 y rpoE5 de S.
meliloti 1021 sugerian que no todos los genes con expresidon aumentada tras un
choque osmatico tienen necesariamente un papel relevante en el proceso de
tolerancia a estrés osmotico, y que en todo caso, demostrar su vinculacion con este
proceso podia resultar dificultoso, particularmente cuando se trata de genes o
funciones redundantes. Por tanto, fue necesario tener en cuenta otros datos surgidos a
partir del estudio transcriptémico de S. meliloti (Dominguez-Ferrreras et al., 2006).

Cuando se analizo la distribucion por replicones de los genes osmorregulados
en dicho estudio transcriptomico, se observé que la mayoria de los genes reprimidos
se localizaban en el cromosoma y la mayoria de los inducidos aparecieron localizados
en los plasmidos simbioticos (pSyms) y de forma muy significativa en el plasmido
pSymB. Se determind la importancia de los plasmidos pSymA y pSymB en la

osmoadaptacién de S. meliloti. Los resultados del estudio de la capacidad de
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crecimiento en vida libre en medios con elevada osmolaridad de la cepa A818 (curada
del plasmido pSymA), indicaron que el plasmido pSymA no es necesario para la
adaptacion de esta bacteria al estrés salino. Este resultado permitié reducir la
busqueda para identificar nuevos genes relacionados con este proceso. Se decidid
realizar un estudio genético dirigido a determinar la implicacion del plasmido pSymB
en la osmoadaptacion de S. meliloti. Se sabe que el plasmido pSymB (1,68 Mb) de S.
meliloti es esencial para esta bacteria y que no puede ser curada del mismo. Los
estudios sobre la capacidad de crecimiento de cepas portadores de pSymB
delecionados, en medios de elevada osmolaridad, mostraron deficiencias en el
crecimiento de las cepas RmF909 y RmF514, en las que las regiones de pSymB
faltantes son solapantes o parcialmente coincidentes. Estas cepas mutantes mostraron
una disminuida capacidad de crecimiento en medio rico TY con altas concentraciones
de NaCl en comparacion a la cepa parental, lo que demostraba la implicacion del
plasmido simbidtico pSymB en la osmotolerancia de S. meliloti. Al mismo tiempo, los
resultados sugerian que en dicha regién de pSymB podrian localizarse uno o0 mas
genes importantes para la osmotoleracnia de S. meliloti. No obstante, ambas cepas
mostraron una infectividad y efectividad simbidticas similares a la cepa silvestre, lo que
indicaba que las regiones de pSymB faltantes en ambas cepas no son importantes
para el establecimiento de la simbiosis.

Los estudios de tolerancia a salinidad, los analisis “in silico” y la anotacién en la
base de datos de la secuencia genémica de S. meliloti 1021 permitieron identificar
dicha regién, con un tamafio aproximado de 200 Kb y conteniendo unos 198 genes.
Una combinacién de estos datos con los estudios de microarrays y los criterios
previamente descritos en este trabajo, permitieron simplificar la busqueda de nuevos
genes objeto de este trabajo. Ademas, la disponibilidad de una coleccién de mutantes
derivados de S. meliloti 2011 (Pobigaylo et al., 2006) facilitaba a priori la realizaciéon de
un estudio de estas caracteristicas. De esta coleccion de mutantes portadores de mini
Tn5-Gus pudimos disponer un grupo de 22 cepas cuya capacidad de crecimiento de
en medios de elevada osmolaridad fue estudiada. Los resultados indicaron que 20 de
los 22 mutantes ensayados tenian reducida su capacidad para crecer en medios con
altas concentraciones de NaCl y/o sacarosa. Sin embargo, la inconsistencia de los
resultados de tolerancia a sal en medio sélido y liquido puso en duda la fiabilidad de
los mismos. El estudio de mutantes portadores de miniTn5 insertados en posiciones
intergénicas, que tedricamente no afectan a la expresién de los ORF anotados,
mostraron resultados similares, esto es, un 80% (4 de 5) de estas cepas mostraba

también una capacidad disminuida de crecimiento en medios salinos, lo que sugeria
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que era la presencia del transposon, y no su localizacion en el genoma, la responsable
de los fenotipos observados. Carecemos de una explicaciéon para este hecho que en
cualquier caso obligd a desechar todos los resultados relativos a estudios de
osmotolerancia con los mutantes procedentes de la coleccion del grupo de la Dra.
Anke Becker. Ante esta frustrante evidencia, se estudiaron otras alternativas para la
identificacion de nuevos genes con papel activo en la osmotolerancia de S. meliloti.

En la mayoria de trabajos previos, la estrategia utilizada para la busqueda de
nuevos genes implicados en osmoadaptacion se ha basado en la obtencion de
mutaciones, por insercion aleatoria de transposones, que conllevan una pérdida de
tolerancia al NaCl (Jiang et al., 2004; Miller-Williams et al., 2006; Wei et al., 2004). En
nuestro caso, se optd por una estrategia alternativa consistente en la
complementacion genética del fenotipo de la cepa RmF514 en medio salino, mediante
el empleo de un banco de genes derivado de S. meliloti GR4. Los resultados obtenidos
permitieron identificar una region génica con un tamafio de 7,6 Kb que contenia los
genes SMb21088, SMb21089, SMb21090, SMb21091, SMb21092 y SMb21093. La
clonacion y subclonaciéon de diversos fragmentos de este ADN y los sucesivos
ensayos de complementacion genética del fenotipo de la cepa RmF514, llevaron a
identificar el operén formado por los genes SMb21091 y SMb21092. Se pudo
determinar que el gen SMb21092 por si sélo no recuperaba el crecimiento de RmF514
en medio salino, mientras que el gen SMb21091 si lo hacia. Estos datos senalaron
que la reducida tolerancia a salinidad de la cepa RmF514 era debida a la ausencia del
gen SMb21091.

Los genes SMb21091 y SMb21092 fueron analizados y caracterizados
genéticamente para verificar su importancia en la osmoadaptacion de S. melilloti. Se
observé que un mutante en SMb21092 de S. meliloti 1021 no mostraba diferencias de
crecimiento en condiciones de estrés osmoético respecto a la cepa parental, lo que
indicaba que SMb21092 por si s6lo no es necesario para la osmoadaptacion de S.
meliloti. Por el contrario, la inactivacion del gen SMb21091 conllevaba una significativa
reducciéon de la capacidad de crecimiento de la bacteria en medios con altas
concentraciones de NaCl, un fenotipo semejante al mostrado por la cepa RmF514.
Durante la caracterizacion fenotipica del mutante SMb21091 de S. meliloti, se
determind la importancia de este gen frente a otros tipos de estreses abidticos,
particularmente para el crecimiento en medios suplementados con LiCl, a pH
ligeramente acido (pH 6) y para el crecimiento a temperaturas supra e infradptimas.
Sin embargo, los mutantes SMb21091 no mostraron problemas de crecimiento en

medios con altas concentraciones de sacarosa (estrés osmético no iénico), ni a pH
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alcalino, ni en presencia de altas concentraciones de H,O,. Ademas, la
complementacion de la cepa mutante 091" con un gen SMb21091 silvestre en trans
provoco la recuperacion del crecimiento en todas las situaciones y tipos de estreses.
Dada la importancia de SMb21091 para el crecimiento de S. meliloti en medios con
elevadas concentraciones salinas (NaCl y LiCl), pH acido y a temperaturas no 6ptimas,
este gen ha sido renombrado como satM (sal, acidity and temperature tolerance), en
contraste con su anotacién inicial como lysM en el genoma de S. meliloti 1021. Por
otro lado, satM no parece estar implicado en el establecimiento de simbiosis con
Medicago sativa, como lo demuestra el hecho de que los mutantes en este gen
muestran una capacidad de formar nédulos fijadores de nitrégeno similar a la cepa
silvestre, similar a lo observado para el caso de la cepa RmF514 portadora de un
pSymB delecionado que carece de satM.

Los estudios de expresion del gen satM de S. meliloti mostraron que este gen
se transcribe a lo largo de toda la curva de crecimiento, tanto en condiciones no
estresantes como en medios salinos, aunque a niveles diferentes dependiendo de las
condiciones y la fase de crecimiento del cultivo. Mientras en medio TY la expresion
aumenta durante la fase exponencial de crecimiento, los niveles caen de forma
significativa tras la entrada en fase estacionaria. En medio TY suplementado con sal,
los niveles de expresion de satM durante la fase exponencial son menores que en
medio no salino, y del mismo modo que en las condiciones control, estos niveles
disminuyen de forma considerable tras la entrada en fase estacionaria.

El gen satM codifica para una proteina de 336 aminoacidos de funcidn
desconocida. El andlisis de la secuencia revela, no obstante, dos caracteristicas
importantes en dicha proteina: una secuencia de procesamiento por peptidasas
(péptido sefal) en el extremo N-terminal, caracteristico de proteinas exportadas fuera
del citoplasma, y un dominio glicosil hidrolasa GH25, dominio caracteristico de
muramidasas y lisozimas, que ocupa 2/3 de la proteina hacia el C-terminal. En
consonancia con estos analisis “in silico”, los experimentos de fusion con phoA,
sugieren que satM codifica un producto que se exporta a través de la membrana
interna y que probablemente se localice en el periplasma. No obstante, para verificar la
localizacion subcelular de SatM, seria conveniente realizar experimentos adicionales,
por ejemplo mediante fraccionamiento subcelular a partir de células de S. meliloti 1021
portadoras de los plasmidos pBBRIlysM, que mediante analisis de “Western blot” de las
diferentes fracciones y el empleo de un anticuerpo anti-PhoA, puede llegar a
demostrar la presencia de la proteina de fusion en la fraccidn correspondiente de la

célula.
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Por otra parte, distintos programas de analisis bioinformatico indican que SatM
pertenece a la superfamilia de proteinas transglicosidasas, y particularme a la familia
de las 1,4-beta-N-acetylmuraminidasas (Superfamily Server). La posibilidad de que
SatM sea una lipoproteina con actividad hidrolitica del peptidoglucano sugiere una
posible funcion.

La lipoproteina de E. coli mas estudiada es la denominada lipoproteina de la
mureina o de Braun (Braun y Rehn, 1969), codificada por el gen Ipp. Se piensa que la
proteina se inserta en la cara interna de la membrana externa a través de esta region
lipidica y que el resto de la proteina, hidrofilica y organizada en forma de hélice a, se
situa en el periplasma. No es una proteina esencial, aunque se ha demostrado que es
importante para mantener la integridad estructural de la pared celular, ya que los
mutantes /pp liberan enzimas periplasmicos al medio externo, son mas sensibles a
diversos detergentes y otros agentes, y muestran evaginaciones a modo de burbujas
en su membrana externa, a nivel del tabique de division (Fung et al., 1978). Se ha
sugerido que podria actuar en el mantenimiento del espacio periplasmico, a través de
la unién de la membrana externa con el peptidoglicano.

La presencia de un péptido sefial con una secuencia consenso de
reconocimiento para la enzima peptidasa sefal Il, se considera, en muchas ocasiones,
evidencia suficiente para definir una lipoproteina como tal. En nuestro caso, los uUnicos
datos que poseemos acerca de esta supuesta lipoproteina codificada por satM parten
de los programas bioinformaticos de prediccion. Si quisiéramos conocer si el producto
de satM es de naturaleza lipoproteica tendriamos que recurrir a criterios
experimentales basados en la identificacion de lipoproteinas bacterianas. Entre éstos
estan, por ejemplo, los ensayos de incorporaciéon metabdlica de compuestos marcados
radiactivamente como [3H]glicerol o [3H]palmitato, o los de inhibicién del
procesamiento de la prolipoproteina mediante el uso del antibidtico peptidico ciclico
globomicina, un inhibidor especifico de la enzima peptidasa sefial Il, que es exclusiva
para el procesamiento de lipoproteinas (Inukai et al., 1978).

Por otro lado, las lisozimas (EC 3.2.1.17, también Ilamadas N-
acetilmuramilhidrolasas del peptidoglicano), son muramidasas que rompen los enlaces
glicosidicos [B-1,4 entre las unidades de N-acetiimuramico (NAM) vy N-
acetilglucosamina (NAG) presentes en el peptidoglicano, y que en consecuencia
debilitan la pared (Figura 1). Son proteinas globulares constituidas por una sola
cadena polipeptidica y de peso molecular comprendido en el rango de 14 a 30 KDa. La
lisozima se encuentra en algunas secreciones animales como las lagrimas, la saliva y

otros fluidos corporales, de modo que representa una importante barrera de defensa
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contra las infecciones bacterianas. También la producen algunas bacterias
(Staphilococcus aureus, Bacillus subtilis) durante la fase estacionaria del crecimiento e

interviene en los procesos de autdlisis de estos organismos.

La forma mas caracterizada y estudiada es la lisozima de la clara de huevo de
gallina, que se emplea para degradar el esqueleto polisacaridico del peptidoglicano de
algunas bacterias Gram-positivas como Micrococcus lysodeikticus (M. luteus). Este
organismo se utiliza frecuentemente como un “medidor de lisis” en la valoracién de

actividad biolégica de preparados de lisozima (Hash, 1967; Jollés y Jollés, 1984).

2
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Figura 2.62. Actividad de la lisozima sobre el peptidoglicano bacteriano.

Ademas de la presencia de estas proteinas, existen en la pared bacteriana
numerosas clases de hidrolasas de mureina que funcionan principalmente en el
mantenimiento de la integridad y plasticidad de la pared celular durante el crecimiento
y division de la célula. Cuando una célula se alarga antes de la division celular, se
sintetiza pared celular de novo. Este nuevo material debe afiadirse a la pared celular
preexistente sin pérdida de la integridad estructural. En la zona de division celular se
abren pequefios huecos en la pared que son creados por enzimas llamadas
autolisinas. Entre éstas, destacan proteinas amidasas, peptidasas y las
transglicosilasas liticas (Holtje, 1995). Estas ultimas representan una importante clase
de enzimas bacterianas que actuan en el peptidoglicano con la misma especifidad por
el sustrato que las lisozimas. Las transglicosilasas liticas, a diferencia de las lisozimas,

rompen el enlace B-1,4 glicosidico entre el acido NAM y NAG dando lugar a un nuevo
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compuesto denominado acido 1,6-anhidromuramico (Figura 2). Esta clase de
autolisinas estan encargadas de crear espacios dentro del peptidoglicano para la
biosintesis, reciclaje, division celular y la insercién en la envoltura de sistemas de
macromoleculas como por ejemplo los flagelos y los sistemas de secrecién. E. coli,
produce al menos 6 transglicosilasas liticas, algunas solubles y otras unidas a la
membrana. Entre las mas estudiadas estan las transglicosilasas liticas SIt70, MItA y
MItB, estas dos ultimas son lipoproteinas que se localizan en la membrana externa. Se
sabe que mutantes en genes de estas proteinas no son esenciales para el crecimiento
y divisidon bacteriana, aunque poseen efectos drasticos en la composiciéon de residuos
y estructura del peptidoglucano (Blackburn y Clarke, 2001; Heidrich et al., 2002;
Lommatzsch et al., 1997; Scheurwater et al., 2007).

Peptidoglicano

OH Transglicosilasa Litica
RN o e
WA/g o
O™ NH NH HO NH
< a0 g HO )

O B(1.4) 0 — 0~
0A_ \

R

NAM NAG 1,6-anhidromuramico NAG

Figura 2.63. Reaccion enzimatica catalizada por una transglicosilasa litica. Formacion del

acido 1,6-anhidromuramico.

Se sabe que las células bacterianas se encuentran en una situacién de riesgo
osmotico permanente. La alta concentracion de los solutos intracelulares crea una
gran presién osmotica que llevaria a las células a estallar si no contaran con una
cubierta de proteccidén. La membrana citoplasmatica no es capaz de soportar por si
sola la presion de turgor (debida a la presidon osmotica) del citoplasma bacteriano. El
elemento de resistencia mecanica de las células bacterianas es la capa del
peptidoglicano, que les confiere ademas la morfologia caracteristica de los diferentes
grupos bacterianos.

Por ultimo, se ha descrito que las células bacterianas remodelan su pared celular al
comienzo de la fase estacionaria de crecimiento, en respuesta a estrés osmatico,
durante la infeccién de fagos, la adhesion a superficies y la entrada en células
hospedadoras (Stokes, 2003; Arisaka et al., 2003; Quintela et al., 1997). También se
sabe que algunos microorganismos modifican la composicion de su envoltura celular

en respuesta a otros estreses abidticos como son los cambios en el pH externo y la

217



Discusién: Capitulo 2

temperatura (Booth, 1985). En S. meliloti, el gen satM codificaria para una proteina
con una posible funcion en la envoltura celular, que estaria desempefiando un papel
muy importante en la adaptacion a distintos tipos de estreses abidticos. Por tanto, es
probable que las proteinas codificadas por el operon satM/SMb21092 modifiquen la
composicion del peptidoglicano para el mantenimiento de la envoltura celular y, en
especial, durante el proceso de adaptacién de la bacteria a condiciones de estrés. La
disminucion del crecimiento observada en la bacteria en estas condiciones podria
explicarse por un defecto en la plasticidad de la pared celular provocada por la
ausencia de la proteina SatM. No obstante, seria necesario recurrir a técnicas
biogquimicas y microscépicas para poder verificar tanto la actividad de la proteina
codificada por el gen satM como la influencia de este gen en la estructura de la pared

celular o la morfologia celular de S. meliloti.
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Anexo 1. Construccion de un mutante en el gen SMb20249 de S. meliloti 1021.

La obtencion del mutante en el gen SMb20249 se realizé mediante intercambio
alélico sobre el genoma de S. meliloti 1021. Se amplificod, a partir del genoma de la
cepa 1021, un fragmento de 2,8 Kb (Figura 2.64) que contenia el gen SMb20249,

mediante el uso de los oligonucledtidos:

INO1(1) 5'-taaggatccCCTTGACGAGCTTTCGCTG-3’
BamHI

INO1(2) 5'-taaggatccGATGTGACAGACCAGGGTTT-3’
BamHI

El amplificado se cloné en el vector pPGEM®-T Easy (Promega) (Figura 11.62C),
generandose el plasmido pGINO1 (Figura 2.64A). A continuacion, se elimind un
fragmento EcoRV interno al gen SMb20249 y en su lugar se insertd un casette de
resistencia a Sm/Spc, previamente digerido con Smal a partir del vector pHP45QSm-
Spc, dando lugar al plasmido pGINOSS (Figura 2.64B). Este ultimo fue digerido con
Notl, obteniéndose un fragmento de 4,6 Kb que se purificé y se clond en el vector
suicida pSUP202pol4 (Simon et al, 1983) (Figura 2.64C) para dar lugar a un nuevo
plasmido, pSINOSS (Figura 2.64B), que se movilizd posteriormente mediante una
conjugacion biparental desde una cepa donadora S17.1 de E. coli hasta la cepa
receptora 1021 de S. meliloti. Al tratarse de un vector que no puede replicarse en el
fondo genético de Rhizobium, entre los transconjugantes resultantes se seleccionaron
aquellos que fueron Sm/Spc resistentes y tetraciclina sensibles, en los que se habria
producido el intercambio alélico como consecuencia de la doble recombinacion
homdloga. Finalmente, se escogieron un conjunto de diez posibles mutantes que se
comprobaron por hibridacion (Figura 2.65.3) frente al ADN del gen SMb20249. Se
utilizé6 el ADN gendmico de estos transconjugantes (junto con el ADN de la cepa
parental 1021) digerido con EcoRI para hibridarlo (como sonda). La sonda marcada
consistio en dos bandas purificadas EcoRIl procedentes del plasmido pGINO1 que
hibridan con los fragmentos EcoRIl del genoma de S. meliloti 1021 de 1 y 1,2 Kb de
tamano (Figura 2.65.1). La insercion del casette de Sm-Spc dentro del gen SMb20249
provoca que una de las bandas de ADN de 1 Kb pase a tener un tamafo de 2,8 Kb en

las cepas mutantes (Figura 2.65.2 y 3).
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Figura 2.64. Representacion esquematica de la construccion del mutante en el gen
SMb20249 de S. meliloti 1021. Se muestran los mapas de los vectores de clonacion pGEM®-T
Easy y pSUP202pol4 (c). N; Notl, E; EcoRI, EV; EcoRV, S; Smal, B;BamHlI.
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Figura 2.65. Comprobacién de mutaciones en el gen SMb20249 de S. meliloti 1021.
Hibridacion del ADN gendmico digerido con EcoRI frente al amplificado de la region usado
como sonda. a, cepa parental 1021; b, marcador (Mll); ¢, transconjugantes mutantes (1, 2, 3, 4,

5, 8, 9, y 10) y transconjugantes no mutantes (6 y 7).

Anexo 2. Construccion de un mutante en el gen rpoE5 de S. meliloti 1021.

El primer paso fue la amplificacién de un fragmento de 2,2 Kb que contenia el
gen SMb21484, a partir de ADN gendmico de la cepa parental 1021 (Figura 2.66A),

usando los oligonucledtidos siguientes:

rpoE5 (1) 5'- GCAGGATGGAAGCGATTTC-3’
rpoE5 (2)  5- GACAACGAATAGAGCGAAGG-3’
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El amplificado se clond en el vector pGEM®-T Easy dando lugar al plasmido
pGrpoE5 (Figura 2.66A). Posteriormente, se insertd en el sitio Smal del gen un casette
(de 2 Kb) de resistencia a Sm/Spc, purificado a partir del plasmido pHP45QSm-Spc,
formandose el plasmido pGE5-SS (Figura 2.66B), con un tamafo de 7,2 Kb. A
continuacion, se hizo una digestién EcoRI de este plasmido y se obtuvo un fragmento
de 4,2 Kb que se cloné mediante una ligacion de extremos romos sobre el plasmido
pSup202pol4, dando lugar al plasmido pSE5-SS (Figura 2.66B) que se movilizd
mediante una conjugacion biparental desde la cepa donadora S17.1 de E. coli hasta la
cepa receptora 1021 de S. meliloti. Tras el cruce, se seleccionaron los
transconjugantes que fueron Sm-Spc resistentes y tetraciclina sensibles, que son
aquellos tedricos derivados de 1021 en los que ha tenido lugar el intercambio alélico
por recombinacion homéloga. De todos estos, se eligieron tres y se comprobaron por
la técnica de hibridacion utilizando ADN genémico digerido con Xhol. El fragmento
marcado con digoxigenina y utilizado como sonda para hibridar con el ADN genémico
tenia un tamafo de 1,86 Kb (Figura 2.67) y se obtuvo a partir de la digestién
EcoRI/Xhol de pGrpoES5. La insercion del casette de Sm-Spc dentro del gen rpoES
provoco que la banda de ADN de 2,6 Kb pasara a tener un tamano de 4,6 Kb en las

cepas mutantes (Figura 2.67).

| 1 Kb .
I 1
e 22KD —immmcicmcml »
BX s8> S B X
1 I \
A) pGrpoE5 H % <:H rpoES %:H h
N —
—
g T 2Kb ----mmmimm o *g
3 Sm/Spc
cEsss BX SB™ s B X
PGES5- 1 ' —"
' [ R B
pSE5-ss | M N N — ——
—

Figura 2.66. Representacion esquematica de la construccion del mutante rpoE5 de S. meliloti
1021 mediante la insercion (en el sitio Smal) de un casette de resistencia a Sm-Spc. E; EcoRl,
S; Smal, B;BamH|, X; Xhol.
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Figura 2.67. Comprobacion de la mutacion de rpoE5 de S. meliloti 1021. Hibridacion del ADN
genomico digerido con Xhol frente al amplificado de la region utilizado como sonda. S; Smal, X;

Xhol. a; Marcador (Mll); b; Cepa parental 1021, ¢; Transconjugantes mutantes (1, 2y 3).

Anexo 3. Construccion de los plasmidos pJB7,6-1, pJB7,6-2, pJB5,2 y pJB3,1.

Para la construccién de estos plasmidos se partié del fragmento EcoRI de 7,6
Kb procedente del césmido cos15, que se clond en el sitio EcoRlI del vector pUC18 en
las dos orientaciones posibles, dando lugar a las construcciones pUC7,6-1 y pUC7,6-
2, respectivamente. Posteriormente, se tomé el inserto de 7,6 Kb del plasmido
pUC7,6-1 y se cloné en el sitio EcoRI del plasmido pJB3Tc19 en las dos orientaciones
posibles, obteniendose asi las construcciones pJB7,6-1 y pJB7,6-2 de un tamafo de
14,67 Kb (Figura 2.68).

Para la obtencion del clon pJB5,2 de 12,3 Kb se cloné un fragmento Kpnl de
5,2 Kb proveniente del plasmido pJB7,6-1 en el vector pJB3Tc19 (Figura 2.68). La
construccion pJB3,1 fue obtenida tras la ligacién a pJB3Tc19 de un fragmento Sacl de
3,1 Kb procedente del clon pUC7,6-1 (Figura 2.68).

Todas las construcciones fueron transferidas a las cepas RmF514 y RmF909
mediante conjugacién biparental y empleando la cepa S17.1 de E. coli como
donadora.

En la figura 2.68b se representa el mapa fisico de los vectores de clonacion
pUC18 y pJB3Tc19.
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Figura 2.68. Representacion esquematica de la construccién de los plasmidos pJB7,6-1,

pJB7,6-2, pJB5,2 y pJB3,1. a; Fragmentos que fueron clonados y subclonados en los vectores

pUC18 y pJB3Tc19. b; Mapas fisicos de los vectores de clonacién. E; EcoRlI, S; Sacl, K; Kpnl;
B; BamHI, H; Hindlll.

Anexo 4. Construccion de los clones pJB1,89, pJBlysR, ApJB1,89 y pJB1,6.

El clon pJB1,89 fue construido mediante la subclonacion de un fragmento

Hindlll de 1,89 Kb en el vector pJB3Tc19 a partir del plasmido pJB3,1 (Figura 2.69).
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Para la obtencion del clon pJBlysR se tuvo que amplificar un fragmento de
1079 pb a partir de ADN gendmico de S. meliloti 1021 que contenia al gen SMb21093.

Los oligonucleétidos que se emplearon para la amplificacién fueron los siguientes:

LysR-F5'-ttaggatccTACACGCAAAACGGACAG-3’
BamHI

LysR-R 5’-ttatctagaGGGCACTTATTTAGGGTC-3’
Xbal

El producto de PCR se clond en el vector pGEM®-T Easy danto lugar al
plasmido pGlysR. Posteriormente, el fragmento BamHI/Xbal de 1 Kb de pGlysR se
clondé en el vector pJB3Tc19, obteniéndose la construccion pJBlysR (Figura 2.69).

El plasmido ApJB1,89 se obtuvo a partir del plasmido pJB1,89 en el cual se
delecionaron 163 pb utilizando los sitios Notl localizados en la region de 1,89 Kb
(Figura 2.69). La delecion produjo una mutacion no polar en el gen lysM del plasmido
pJB1,89 de modo que la expresién del gen SMb21092 no quedaba afectada.

Para obtener el plasmido pJB1,6 se amplifico a partir del ADN genémico de S.
meliloti 1021 un fragmento de ADN de 1629 pb que fue posteriormente clonado en el
vector pGEM®-T Easy, dando lugar a la construccién pG1,6lysM. Los oligonucleétidos

utilizados fueron los siguientes:

cLysM-F 5’-ttatctagaTGGCAGGACGATAAGGTCA-3’
Xbal

cLysM-R 5'-ttagaattcGGTAGTGCGCTTGCATTTC-3’
EcoRlI

A continuacion, el fragmento Xbal/EcoRI de 1,6 Kb procedente del plasmido

pG1,6lysM se cloné en el vector pJB3Tc19 obteniendose la construccion pJB1,6
(Figura 2.69).
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Figura 2.69. Representacién esquematica de los clones pJB1,89 (a), pJBlysR (b), ApJB1,89
(¢) y pdB1,6 (d). En la parte inferior de cada regidén génica se muestra el tamafio (en Kb) de
cada una de las regiones clonadas en el vector pJB3Tc19. El asterisco (#) indica la regién
delecionada entre los sitios Notl que dio lugar al plasmido ApJB1,89 (c). N;Noftl, S; Sacl, H;
Hindllll, B; BamHI, X; Xbal, E; EcoRlI.
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Anexo 5. Construccion de mutantes en el gen SMb21091 (satM) de S. meliloti
1021.

Los mutantes en el gen satM se obtuvieron por simple recombinacion
homodloga mediante la integracion simple de vectores que no pueden replicarse en el
fondo genético de S. meliloti. Se construyeron dos mutantes diferentes utilizando dos

vectores distintos.

5.1. Obtencién del mutante 091" a partir del plasmido pCHESI-zKm.

Se amplificé a partir del ADN gendmico de la cepa parental S. meliloti 1021 un
fragmento de 412 pb (412 + 18 pb incluyendo el tamafo total de los cebadores). El
inserto correspondia a la parte interna de la secuencia del gen anotado como lysM
(SMb21091) en el genoma de esta bacteria (Figura 2.70A). Los oligonucledtidos que

se emplearon para la amplificacion fueron los siguientes.

091-F 5°-ttaggattcGCGATGCTCATCCGATCAAT-3’
EcoRlI

091-R 5'-ttatctagaCGCTCCAGCTTGTCCATAAA-3’
Xbal

El fragmento amplificado se cloné en el vector pGEM®-T Easy dando lugar al
plasmido pG091(Sl). Un fragmento EcoRI de 412 pb de este plasmido se clon6 en
orientacion EcoRI-Xbal en el vector pCHESI-zKm (Figura 2.70B) obteniéndose la
construccion pCHO91. Este plasmido se movilizé desde la cepa S.17.1 de E. coli hasta
la cepa 1021 de S. meliloti para obtener finalmente el mutante 091" (pCH091). Al
tratarse de un vector suicida, incapaz de replicarse en el fondo genético de Rhizobium,
se pudieron seleccionar transconjugantes resistentes a Km en los que se habia
producido la integracion del plasmido pCH091, mediante recombinacién homéloga
mediada por el fragmento de 412 pb interno a satM.

La mutacién se verificd en varios transconjugantes mediante hibridacion de su
ADN gendmico digerido con Xhol y utilizando como sonda el inserto amplificado de
412 pb marcado con digoxigenina. Esta sonda hibrida con un fragmento de 1,4 Kb del
genoma de S. meliloti 1021 que por efecto de la integracion del plasmido pCH091
pasa a ser de 7,5 Kb (Figura 2.71). Todos los transconjugantes analizados resultaron

tener la mutacion y en la figura 2.71 se muestra una representacion de ellos (4, 7, y 8).
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satM SMb21092 SMb21093

E X |
m |

<—412pb—> 1Kb

pCHESI-zKm
bla

N
Nofl i1 Notl

Figura 2.70. Representacion esquematica de la construccién del plasmido pCH091. A; Inserto
de 412 pb amplificado y clonado en el sitio EcoRI del plasmido pCHESI-zKm (en orientacion E-
X) dando lugar a la construccion pCH091. B; Mapa fisico del vector pCHESI-zKm. N; Notl, E;
EcoRl, S; Smal, X; Xbal, P; Pstl, H; Hindlll.

[A] 1021
satM SMb21092 SMb21093

Xhol Xhol 412pb ){401 ‘
<«<— 1,4Kb—>»

091- (pCH091)

Xhol Xhol Xhol

zKm oriT bla Py
m—rem =) —mm)———p
< 7,5 Kb >
— Ko

Figura 2.71. Representacion esquematica de la obtenciéon del mutante 091" (pCH091) mediante
simple integracion del plasmido pCH091. A; fragmento de 412 pb (recuadro de color negro) que
fue marcado con digoxigenina y utilizado como sonda para hibridar con un fragmento Xhol de

1,4 Kb en la cepa silvestre 1021. B; Representacion de la mutacién en el gen lysM por la
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integracion del plasmido pCHO091 (region gris y negra). La sonda hibrida con un fragmento Xhol
que por efecto de la mutacién pasa a tener un tamano de 7,5 Kb.

5.2. Obtencién del mutante 091" a partir del plasmido pSUP202pol4.

La construcciéon del mutante a partir del plasmido suicida pSup202pol4 de un
tamano de 6,7 Kb, se realizé de manera similar a la obtencion del plasmido pCHO091.
Un fragmento de 412 pb (procedente del plasmido pG091 (SlI)) fue clonado en el sitio
EcoRI del vector pSup202pol4 dando lugar a la construccion pS091. Este plasmido
tampoco puede replicarse en Rhizobium y la mutacion en el gen SMb21091 también
ocurrié por integraciéon de todo el vector. Los transconjugantes fueron seleccionados
por la resistencia a tetraciclina del pSUP202pol4 y se comprobaron por hibridacién de
igual forma que el mutante 091" (pCH091). Pero a diferencia de éste ultimo, en la cepa
091" (pS091) el fragmento Xhol pasé de tener un tamafio de 1,4 Kb a tener uno de 8,5
Kb por efecto de la insercion del plasmido pS091 (Figura 2.72).

1021

091~ (pS091) 091-(pCHO091)
12 5 6 Mwt. 4 7 8

5

<0
wh
:\
(&7
iy

=
[&]
=
Tr

1,4 Kb

Figura 2.72. Comprobacion de los mutantes en el gen satM de S. meliloti 1021. Hibridacién del
ADN genémico digerido con Xhol y utilizando como sénda el amplificado de la region
correspondiente. M; Marcador de peso molecular marcado con digoxigenina; 1, 2, 5 y 6,
mutantes 0917 (pS091); 4, 7 y 8, mutantes 091" (pCHO091); w.t., cepa silvestre 1021.
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Anexo 6. Construccion del mutante en el gen SMb21092 (092°) de S. meliloti 1021.

Para la construccion de este mutante se amplifico, a partir de ADN gendémico
de la cepa parental S. meliloti 1021, un fragmento de 2356 pb que contenia el gen

SMb21092 mediante el uso de los siguientes oligonucledtidos:

SMb21092-F 5’-ttatctagaGAGACGACGAGTTCCGTTGT-3’
Xbal

SMb21092-R 5'-ttaggattcGCAGAACCTGACGGAGGAAT-3’
EcoRlI

El fragmento amplificado se clond en el vector pGEM®-T Easy dando lugar al
plasmido pG21092 (Figura 2.73A).

Por otro lado, se amplificé un fragmento de 1586 pb que contenia el casette de
resistencia a Sm/Spc del plasmido pHP45Q mediante el uso de los oligonucledtidos

siguientes:

Sm-Spc-F 5’-taactcgagCTGATCCGCATGCCCGTTC-3’
Xhol

Sm-Spc-R 5’- taaggcgcgccAACTATTGCGATAAC-3’
Ascl

Posteriormente, el plasmido pG21092 fue digerido Xhol/Ascl y el inserto de 495
pb resultante fue sustituido por el casette amplificado de Sm-Spc (Figura 2.73B). Asi,
se produjo una mutacion en el gen SMb21092 que consistio en la delecidén del mismo y
la insercion de un casette de Sm/Spc de 1,6 Kb dando lugar al plasmido pG21092SS
(Figura 2.73C). Por ultimo, el fragmento Xbal/EcoRl de un tamafio de 3,4 Kb
procedente de pG21092SS, fue clonado en el vector pSUP202pol4 para dar lugar al
plasmido pS21092SS (Figura 2.73C). A continuacion, esta construccién se movilizd
hasta la cepa 1021 de S. meliloti para obtener finalmente el mutante SMb21092" (092
). Este vector tampoco puede replicarse en el fondo genético de Rhizobium y por tanto
se pudieron seleccionar transconjugantes resistentes a Sm/Spc y sensibles a Tc,
aquellos en los que se produjo el correspondiente intercambio alélico por doble

recombinacion homaloga.
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Figura 2.73. Representacion esquematica de la construccion de los plasmidos pG21092 (A),
pG21092SS y pS21092SS (C). Se muestra el fragmento amplificado de 2,3 Kb (A) asi como el
fragmento amplificado de 1,6 Kb del casette de Sm/Spc (B). N; Notl, S; Smal, B; BamHlI, P;
Pstl, Xh; Xhol, X; Xbal, A; Ascl, H; Hindlll, EV; EcoRV, E; EcoRI.

La mutacién se verificd en cuatro transconjugantes mediante la hibridacion de
su ADN gendmico digerido con BamHI/EcoRYV vy utlilizando como sonda el fragmento
amplificado Xbal/EcoRl de 2,3 Kb marcado con digoxigenina (Figura 2.74A). La
delecién del gen SMb21092 e insercion del casette de Sm/Spc dio lugar a que uno de
los fragmentos BamHI/EcoRV de 0,99 Kb presente en la cepa parental pasara a tener
un tamafio de 2,09 Kb en los mutantes 092" (Figura 2.75B y 11.75A). Adicionalmente,
se volvieron a comprobar los mutantes mediante hibridacién de su ADN gendmico,

digerido esta vez con BamHl, frente a la sonda descrita anteriormente (Figura 2.75B).
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[l 1021

satm SMb21092 SMb21093
B X | B Xh ‘ A EV | E B
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Figura 2.74. Representacion esquematica de la construccion del mutante 092" de S. meliloti
1021. A; inserto Xbal/EcoRI de 2,3 Kb (flecha negra) que fue marcado con digoxigenina y
utilizado como sonda para hibridar con los fragmentos BamHI/EcoRV y BamHI de la cepa
silvestre (1021). B; Representacion del mutante 092" obtenido por delecion e insercion de
casette de Sm/Spc. B; BamHI, Xh; Xhol, X; Xbal, A; Ascl, H; Hindlll, EV; EcoRV, E; EcoRI.

[A]

Digestion BamHI/EcoRV Digestion BamHI
1021 1021
SMb21092- SMb21092-
wt 1.8 9 10 M M wt. 1 8 9 10

3,7Kb
26Kb|
2,09 Kb 1.4Kb
1,6 Kb

14 Kb
0,99 Kb

Figura 2.75. Comprobacion de mutantes 092" de S. meliloti mediante hibridacion del ADN
gendmico digerido con BamHI/EcoRV (A) y BamHI (B), usando como sonda el amplificado de

la regién. M; Marcador de peso molecular marcado con digoxigenina; 1, 8, 9 y 10, mutantes
092’; w.t., cepa silvestre.
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Anexo. 7. Construccion de una fusién transcripcional SMb21091 (satM) de S.
meliloti 1021 al gen reportero gusaA.

Para la construccion de esta fusion se amplificd, a partir de ADN gendmico de
la cepa parental S. meliloti 1021, un fragmento de 878 pb que contenia toda la region

promotora del gen SMb21091 mediante el uso de los siguientes oligonucleétidos:

LysM-F 5'-ttatctagaCGCTTATCTACGGCTATGTCA-3’
Xbal

LysM2Rinv  5'- ttaggatccACAACGGAACTCGTCGTCTC-3’
BamHI

El fragmento amplificado fue purificado y se cloné directamente en los sitios
Xbal/BamH| del plasmido p53gus dando lugar a la fusidon transcripcional
SMb21091::uidA (p53lysM). En la figura 2.76 se muestra el esquema del fragmento
amplificado y el vector utilizado en la obtencién de la construccion. Posteriormente, el

plasmido p53lysM fue transferido mediante conjugacion a S. meliloti 1021.

1 Kb
| |
IE SMb21090 satM SMb21092 SMb21093
X B
|
| 878 pb |

uidA

pBBR1MCS53
(pS3gus)
6698 pb

mob Gm'

Figura 2.76. A: Representacion esquematica de la construccion p53lysM que contiene la fusion

transcripcional satM::uidA. B: Se muestra el mapa del vector p53gus. X; Xbal, B; BamH].
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Anexo 8. Contruccion de fusiones traduccionales de los genes SMb21091 (satM)
y SMb21092 de S. meliloti 1021 al gen phoA de E. coli.

Para estas construcciones se utilizaron los vectores pUCH218 y pBBRphoA, de
modo que el primero se empled para determinar la actividad PhoA en una cepa de E.
coli y el segundo para detectarla en S. meliloti. El plasmido pUCH218 que se utiliza
principalmente para el analisis de proteinas de membrana, es un derivado de pUC18
que contiene un fragmento de 2,4 Kb que porta el gen que codifica la fosfatasa alcalina
de E. coli desprovisto de su secuencia sefial ('‘phoA ). Delante de 'phoA se encuentra
parte del MCS original de pUC18, lo que facilita la construccién de fusiones
traduccionales con 'phoA (Figura 2.77B). En el caso del vector pBBRphoA, se trata de
un derivado de pBBR1MCS-5 que contiene el fragmento Kpnl/Hindlll (de 2,3 Kb)
procedente de pUCH218 (Figura 2.77B). Se emplea principalmente para analizar
proteinas de membrana por actividad PhoA en bacterias del género Pseudomonas y

Rhizobium, entre otras gram negativas.

8.1. Construccion de los plasmidos pUCHIysM y pBBRIysM.

Para la obtencion de estas fusiones, se amplific6 un framgento de 179 pb, a
partir del ADN gendmico de S. meliloti 1021, que codifica para los 59 primeros
aminoacidos del extremo amino terminal de la proteina codificada por el gen
SMb21091 (Figura 2.77A). Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion fueron

los siguientes:

LysMphoA1-F 5'-ttaggtaccGTTAGCAAGTCTCGTCAGTG-3’
Kpnl

LysMphoA2-R 5’-taagtcgacGGACAACGGAACTCGTCG-3’
Sall

El producto de PCR obtenido fue clonado en el vector pPGEM®-T Easy para dar
lugar al plasmido pGlysM(phoA). A continuacion, esta construccion fue digerida
Kpnl/Sall y el fragmento de 179 pb resultante se cloné en los plasmidos pCH218 y
pBBRphoA (Figura 2.77B) obteniendose finalmente las fusiones pUCHIysM vy
pBBRIysM. En el caso del vector pBBRphoA, Kpnl/Sall son los dos unicos sitios para
la fusién traduccional con PhoA. Todas las construcciones fueron comprobadas
mediante extraccion de ADN plasmidico y determinacién del perfil de restriccion de los

plasmidos.
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1 MRPFSAVSAI IITCLVLSSC GFGGSRPSRE TTSSVVRPAS PVPSAAISAA AAQAAPQPEA
61 LAWAGTVPQP QAFMPAERAV GMPVPAERPI AMLAPENPAR EPRGRSRVYS HSFRDAHPIN
121 FGTRSPRKLA VHGVDVSRWQ GDINWAKLRT QGANFAYTKA TDGGDHLDPM FKKNWRRADE
181 AGLKRGAYHF FYWCRTAGEQ ADWFIRNVPR DPSALPPVID VEWNGESSCK RRPSPERVRE
241 KMQVFMDKLE RHYGQORPIIY TAPDFYRDNL QGAFPNHPFW LRSVAAHPSK VYPGRKWVEW
301 QYSGSGLSHG-VDGRIDLNVF NGSEEDWHNW VSARSS .-~
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Figura 2.77. A; Representacion esquematica de la construccion de los plasmidos pUCHIysM y
pBBRIlysM que contienen sendas fusiones traduccionales a la fosfatasa alcalina (‘PhoA) de E.
coli desprovista de su secuencia sefal. B; Mapa fisico de los vectores pUCH218 y pBBRphoA.
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8.2. Construccion de los plasmidos pUCH092 y pBBR092.

A partir del ADN gendmico de S. meliloti 1021, se amplificé un fragmento de
537 pb que contenia al gen SMb21092. Los oligonucleétidos que se emplearon para la

amplificacién fueron los siguientes:

21092phoA-F  5'- tttggtaccAACGTCTTCAACGGCAGCGA-3’
Kpnl

21092phoA-R  5'- ttitgtcgaCCCGCCAGCCGCGCGAG-3°
Sall

A diferencia de las fusiones anteriores, se utilizé casi toda la secuencia del gen
para la construccién de la fusién a la fosfatasa alcalina. En la figura 2.78 se muestra
una representacion esquematica del fragmento del gen SMb21092 utilizado para la
construccion de las fusiones junto con la correspondiente secuencia aminoacidica. El
fragmento amplificado fue clonado en el vector pGEM®-T Easy para dar lugar al
plasmido pG092(phoA). A continuacion, esta construccion fue digerida Kpnl/Sall y el
fragmento de 537 pb liberado se clon6é en los plasmidos pUCH218 y pBBRphoA,

obteniéndose finalmente las fusiones pUCH092 y pBBR092, respectivamente.
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Figura 2.78. A; Representacion esquematica del fragmento amplificado (537 pb) del gen

SMb21092 para la construccion de los plasmidos pUCH092 y pBBR092. B; Se muestran los
mapas de los vectores pUCH218 y pBBRphoA.
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Conclusiones

1. La sobreexpresion de genes de biosintesis de trehalosa desde vectores plasmidicos
no mejora el crecimiento de Sinorhizobium meliloti 1021 en medios salinos. La
expresion de multiples de copias del gen otsA provoca un aumento de la trehalosa
acumulada por esta bacteria, aumento que sin embargo no parece suficiente para
mejorar su capacidad de osmoadaptacién en las condiciones experimentales

empleadas.

2. El gen SMb20968 de Sinorhizobium meliloti 1021 codifica para una probable glicosil
hidrolasa y su sobreexpresion conlleva una disminucion de los niveles de trehalosa
intracelular en medios salinos, o que sugiere su posible actividad como trehalosa
hidrolasa. No obstante, la ausencia del gen SMb20968 no determina ningin cambio en

los niveles de actividad trehalasa total, ni en la osmotolerancia de esta bacteria.

3. El plasmido simbidtico pSymB de Sinorhizobium meliloti 1021 es necesario para la
Optima capacidad osmoadaptativa de esta bacteria en medios salinos y para el

crecimiento a pH acido y a temperaturas no 6ptimas.

4. Los genes rpoE5 e ino1, ambos localizados en el plasmido pSymB de
Sinorhizobium meliloti 1021, no son por si solos necesarios para la osmotolerancia de

la bacteria.

5. El gen satM es necesario para la tolerancia de Sinorhizobium meliloti 1021 a varios

estreses abidticos: salinidad, pH acido y temperaturas no éptimas de crecimiento.

6. El gen satM de Sinorhizobium meliloti 1021, que codifica para una proteina
extracitoplasmatica con probable actividad muramidasa, podria ser necesario para
garantizar la optima plasticidad de las envueltas celulares, particularmente el

peptidoglucano y la membrana externa, en condiciones ambientales desfavorables.
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